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略語一覧  
GPCR：G タンパク質共役型受容体 
A2AAR：アデノシン A2A 受容体 
vdW：ファンデルワールス 
RFP：赤色蛍光タンパク質 
Tris：Tris (hydroxymethyl) aminomethane 
HEPES：4-(2-hydroxyethyl)-1-piperazineethanesulfonic acid 
CPM：7-Diethylamino-3-(4'-Maleimidylphenyl)-4-Methylcoumarin 
CBB：Coomassie Brilliant Blue 
mCBB：modified Coomassie Brilliant Blue 
PAGE：Poly-Acrylamide Gel Electrophoresis 
BN-PAGE：Blue Native-PAGE 
CN-PAGE：Clear Native-PAGE 
NECA：5'-N-ethylcarboxamidoadenosine 
ZM：ZM241385 
Fab：C2838 抗体 Fab 画分 
DDM：n-Dodecyl-β-D-maltopyranoside 
DM：n-Decyl-β-D-maltopyranoside 
OG：n-Octyl-β-D-glucopyranoside 
FUT：Nafamostat Mesilate 
EDTA：ethylenediaminetetraacetic acid 
SDS：sodium dodecyl sulfate  
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[Summary] 
	 G タンパク質共役型受容体（GPCR）は創薬標的として注目を浴びているが、
熱安定性が低く取り扱いが難しい。変異体の作成により GPCR を熱安定化する
手法があるが、安定化した変異体を網羅的に探索するには多大な労力が必要と
なる。そのため、効率良く熱安定化変異体を得る手法の開発が求められている。 
	 本研究では京都大学木下教授らと共に、独自の自由エネルギー関数 F を利用
した熱安定化変異体予測法の開発を行った。この F は、リン脂質膜の炭化水素
鎖の並進エントロピー利得に着目した点に特徴があり、短時間で膜タンパク質
の熱安定性を評価できる。開発した手法の精度を評価するため、GPCR の一種ア
デノシン A2A 受容体（A2AAR）をターゲットに、炭化水素基のエントロピー変化
から変異体の熱安定性を予測した。その結果 T88 および S91 に変異を導入する
ことで熱安定化する可能性が高いと予測された。この 2 つの残基に関して特に
エントロピー利得の大きかった 8 種の A2AAR 変異体を作製し、CPM assay を用
いて実験的に熱安定性を評価した。その結果、6 種の変異体の変安定性が野生型
よりも向上していた（最大 7℃の変性温度の上昇）。この結果を F にフィードバ
ックし、分子内水素結合にも重点を置くよう F を改良し再計算を行なったとこ
ろ、8 種の変異体全てで予測が成功した。以上の結果より、溶媒のエントロピー
利得と分子内水素結合を含む自由エネルギー関数 F を用いることで、GPCR 変
異体の熱安定性を迅速に高成功率で予測することができることがわかった。 
	 この理論的予測手法を用いて熱安定化変異体を作製することは、創薬ターゲ
ットとして重要な GPCR の大量生産の足がかりとなり、精製標品を用いた薬剤
探索等の研究が飛躍的に進展すると期待できる。  
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[Introduction] 
	 G タンパク質共役型受容体（GPCR）は細胞膜に存在する７回膜貫通型の膜タ
ンパク質で、現在知られているタンパク質の中では最大のスーパーファミリー
を形成している。生体内では活性型と不活性型の平衡状態で存在しており、ホ
ルモンや神経伝達物質といった細胞外からシグナルを受容し、活性型へ偏るこ
とで G タンパク質と結合し、細胞内へそのシグナルを伝達する。様々な疾患に
関与している、シグナル伝達の最上流に位置していることから、GPCR を標的に
医薬品を開発・改良することが多い[1-3]。実際、現在市販されている医薬品の約
3 割はこの GPCR を標的としている[4]。 
	 近年の創薬研究では、医薬品標的タンパク質の精製標品を用いた薬剤探索[5]
や機能解析が注目を浴びている。また、タンパク質の立体構造情報に基づいた
医薬分子設計も盛んに行われている。これらの研究には、大量の精製標品が必
要となるが、GPCR は非常に不安定なタンパク質で発現・精製といった取り扱い
が非常に難しい。そのため、GPCR の精製標品を大量に得ることは困難であり、
創薬ターゲットとして重要であるにも関わらず、親水性のタンパク質に比べて
機能・構造解析が大幅に遅れている。 
	 この問題を解決するために、GPCR の熱安定性を向上させる三つの手法がよく
用いられている。一つ目は、膜外ループ等の構造的に揺らいでいる領域を抑制
する手法である。GPCR はフレキシブルなループ領域を多く含み、構造の揺らぎ
が機能に直結しているため、熱安定性が低いと考えられている。そのため、こ
れを切断し最小限のアミノ酸配列だけにすることで、熱安定性を高め発現量を
向上させることに成功している。また、フレキシブルな膜外領域を T4 リゾチー
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ムやアポシトクロム b562RIL といった親水性タンパク質に置き換え親水性領域
を拡大することにより GPCR の熱安定化に成功している例も数多くある[6-8]。 
	 二つ目は GPCR 自体の熱安定性を上げるために熱安定化変異体を作製する手
法である。Tate らは、GPCR の一種であるβ1 アドレナリン受容体の各アミノ酸
をアラニンヘ (アラニンの部位はロイシンヘ) 網羅的に置換 (アラニンスキャ
ニング) し、熱安定性の向上をもたらす変異箇所を調べた[9]。それらの変異箇所
を組合せることによって熱安定性が 21℃向上する変異体の大量生産に成功した。
この熱安定化変異体は、変性作用が強い短い界面活性剤中でも変性しないため、
小さなミセルから GPCR の親水性表面を露出させることが可能であった。この
ようにして見つけ出されたアラニン変異体には、他の GPCR の熱安定性も向上
させるものがあった[10]。これは GPCR の構造が互いによく似ているためである。 
	 三つ目は、低分子化合物等のリガンドを加える手法である。GPCR は活性型と
不活性型の平衡状態で存在するため、構造的に揺らいでしまい熱安定性が低い
と考えられる。そのため、リガンドを加え構造をどちらかに固定化することで、
揺らぎを抑制し熱安定性を高めることができる。 
	 これらの手法を組み合わせることで多くのGPCRの熱安定化に成功しており、
特に GPCR の構造解析に関して大きなブレークスルーとなった。しかし以下の
ように問題点もある。 
	 アラニンスキャニングで得られる結果は、アラニン (もしくはロイシン) に限
られている。そのため、他のアミノ酸残基へ置換した効果を知ることができな
いという欠点がある。さらに、アミノ酸が 300 残基以上ある新規の GPCR に対
し、網羅的にアラニン (ロイシン) スキャンを行うには、多大な時間と手間がか
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かってしまい効率が悪いという欠点もある。リガンドを加えて熱安定性を高め
る手法は、構造解析の分野では非常に有意義であるが、常にリガンドを結合さ
せた状態で精製を行うため精製標品を用いた薬剤スクリーニングには利用でき
ないという欠点がある。 
	 そこで私は、それらの欠点、特にアラニンスキャニングに挙げられる効率が
悪いという問題点を克服するため、タンパク質の熱安定化の要因を理論的に考
え迅速に熱安定化変異体を予測する手法に着目した。 
	 理論的にタンパク質の熱安定性を評価するためには、その安定化をもたらす
因子を知ることが重要となる。膜タンパク質の折り畳み過程には 2 ステージモ
デルが提案されている。このモデルでは、ステージ 1 において個々のα-ヘリッ
クスが形成され、ステージ 2 においてそれらが会合し、タンパク質の立体構造
が形成される。この立体構造を安定化させる因子として、van der waals (vdW) 相
互作用や、分子内水素結合形成が主にあげられる [11]。確かに膜環境中での分子
内水素結合形成は大きなエネルギー低下をもたらすが、一方で、タンパク質分
子内の vdW 相互作用に伴うエネルギー低下は同時に、タンパク質-膜間の vdW
相互作用の損失に伴うエネルギー増加をもたらすため、それらが相殺し、大き
なエネルギー低下には結びつかない。したがって、ヘリックス-ヘリックス間で
必ずしも水素結合形成が行われるとは限らないステージ 2 においてはその安定
化因子は明らかにはなっていない。 
	 京都大学木下教授らは、脂質二重層を形成するリン脂質の炭化水素鎖の並進
配置エントロピーに着目した膜タンパク質の折り畳みの描像を提案している[12]。
リン脂質の炭化水素基は激しく熱運動を行っていて、この炭化水素基集団を溶
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媒とみなすと、そのような溶媒中のタンパク質は、溶媒に対して溶媒分子の中
心の侵入することの出来ない空間、排除空間を生成する (Fig. 1)。この排除空間
の体積は排除体積と呼ばれている。膜中でタンパク質がコンパクトに折り畳む
と排除体積に重なりが生じ合計の排除体積が減少する。その結果、溶媒の取り
うる微視的状態数が増加し、溶媒の並進配置エントロピー増加がもたらされる。
つまり、より密に充填した立体構造が、炭化水素基集団 (溶媒) のエントロピー
の観点でより安定化される事となる。以下、この効果を溶媒のエントロピー効
果とする。実際に木下教授らはこの描像を膜タンパク質であるグリコフォリン
に適用することで、タンパク質の折り畳みには、水素結合も確かに大切ではあ
るが、溶媒のエントロピーも決定的な影響を与える因子であるという結果を得
ている。 
	 一方、K. Chen らはバイオインフォマティクス的手法と 3 次元立体構造情報を
組み合わせた手法により、β1 アドレナリン受容体を安定化させるアミノ酸置換
体の発見を試みた [13]。彼らは、進化的に保存されておらず、かつ水素結合を形
成していない極性アミノ酸や、密に充填せず vdW 相互作用の観点で不安定な箇
所のアミノ酸置換を行うことで安定化に成功している。また、S.Bhattacharya ら
は、vdW 相互作用と二面角のねじれエネルギーを考慮したエネルギー関数と
LITiConDesign という構造サンプリング法を組み合わせた手法により、高速に安
定化をもたらすアミノ酸置換体を予測する手法を開発した[14]。しかし、先に述
べたように vdW 相互作用は、膜タンパク質の安定性を決定づける因子とは考え
難い。そこで D. Sauer らは、標的タンパク質の野生型構造が必要でないという
利点を有するアプローチを提案した[15]。しかし、ゲノム配列データに含まれる
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もの以外の変異は考慮することができないという欠点がある。また、
S.Bhattacharya らの手法は水素結合が考慮されていないため疎水性アミノ酸同士
の置換しか適用できない。さらに、立体構造の安定性に大きな影響を与えるリ
ン脂質膜の効果もこれらの手法では考慮されていない。 
	 そこで本研究では木下研究室とともに、安定化をもたらすアミノ酸置換の理
論的予測法の構築をするため、溶媒のエントロピー効果及び分子内水素結合形
成の効果を組み入れた、独自の自由エネルギー関数 F を利用した熱安定性評価
プログラムの開発を行った。さらに、F を用いてターゲット GPCR の安定化を
もたらすアミノ酸置換の予測を行い、それを実験的に確認することで、実験に
基づく F の性能評価を行いつつ、アラニン置換体に限らない新たな安定化置換
体の発見に取り組んだ。F の性能評価に焦点を当てるため、ターゲット GPCR
には、当研究室で構造を解くことに成功している[15]不活性型アデノシン A2A 受
容体（A2AAR）を用いた。 
	 この F を利用した予測法を開発することで、アラニンスキャニングに代表さ
れるこれまで利用されていた手法よりも、効率良く熱安定化変異体を得られる
と期待できる。 
 
[Materials and Methods] 
2.1  自由エネルギー関数 Fの定義  
 
本研究では F を以下のように表している。 
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F/(kBT0) ＝ Λ/(kBT0) － S/kB,   T0＝298 K	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	     (1) 
 
ここで、T は T0 とする。また、kB はボルツマン定数である。Λはエネルギー項
であり、タンパク質の分子内水素結合によるエネルギー低下を表している。一
方で、S は溶媒和エントロピーであり、−S は固定したタンパク質立体構造の挿
入に伴う溶媒のエントロピー損失の大きさを表している。それぞれの項の計算
手順を以下で説明する。 
 
2.2 エントロピー項の計算手法  
溶媒には、数密度は 298 K における水のそれと同じ値を用い、ρsds3(ρs は数密度)
は 0.7313 とした剛体球溶媒を用いた。溶媒のエントロピー効果は、溶媒サイズ
が小さいほど、また、溶媒の密度が高いほど大きくなる。リン脂質を形成する
炭化水素基のサイズは水のそれよりも大きく、また、密度は高い。したがって、
これらの効果が相殺するため、今回のモデルを用いても、炭化水素基のエント
ロピーを適切に計算できる。 
	 溶媒のエントロピーの計算を適切に行うためには、溶媒を連続体として捉え
ない、球対称積分方程式論を用いなる必要がある。しかしながら、タンパク質
のように複雑な幾何学的形状を持つ溶質にこの手法を適用すると、計算コスト
が大きくなり、数多くの置換体の計算が不可能になる。その問題を解決するた
め、形態熱力学的アプローチを利用した。この理論はエントロピー損失を、固
定したタンパク質立体構造の 4 つの形態指標の線形結合で表現することができ
る。形態熱力学的アプローチでは溶媒和エントロピーS が以下の式で表される。  
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S/kB=C1Vex+C2A+C3X+C4Y 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 (2) 
 
ここで、Vex は溶質の排除体積を、A は溶質の排除体積の表面積 (露出表面積) を、
X は露出表面積の平均曲率の積分値を、Y は露出表面積のガウス曲率の積分値を
表す。C1-C4 は係数であり、これらは溶媒の熱力学状態に依存し、溶質の形状に
よって変化しない。従って、これらの係数はサイズの異なる様々な球状溶質の
挿入に伴うエントロピーを球対称積分方程式論で計算し、それらを最小二乗フ
ィッティングすることで求めることができる。一度、C1-C4 が決定すれば、与え
られたタンパク質立体構造の 4 つの幾何学的指標を計算するだけで、S の計算が
可能となる[16-18]。 
 
2.3 エネルギー項の計算手法  
	 与えられた構造のすべてのドナー及びアクセプターに対して、分子内水素結
合を形成しているか否かを確かめる。形成している場合のエネルギー低下の値D
を以下のように与える。ドナーとアクセプターの中心間距離が 1.5 Å 以下の場合 
(ドナーとアクセプターが接触している場合に対応)、D ＝ −14kBT のエネルギー
低下を与えた。この−14kBT0 は、非極性溶媒中での 2 つのホルムアミドの分子間
水素結合形成のシミュレーションの結果から得られた値である[19]。ドナーとア
クセプターの距離が 3.0 Å 以上で D ＝ 0 とした。本来、水素結合等の静電的相
互作用は距離に反比例して減少するが、タンパク質分子内では複数の電荷が複
雑な電場を形成しており、それらを正確に考慮するのは困難である。そこで、
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物理的本質を捉えながらも出来るだけシンプルに水素結合形成の効果を考慮す
るために、本研究では上記の手法を用いた。すべての主鎖-主鎖、主鎖-側鎖、側
鎖-側鎖間のドナー及びアクセプターに対して分子内水素結合を形成しているか
否かをチェックし、D の総和を取り、それをΛとする。分子内水素結合の判定
条件には、上記のドナーとアクセプターの中心間距離以外は McDonald and 
Thornto の方法を用いた。 
 
2.4 野生型と変異体の熱安定性の比較  
前述したように、膜タンパク質の折り畳み過程には 2 ステージモデルが提案さ
れている[20]。ステージ 1 においてタンパク質個々のα-ヘリックスが形成され、
ステージ 2 において、それらヘリックスの側鎖間が合うように会合し立体構造
を形成する。溶媒のエントロピーは、そのステージ 2 におけるタンパク質のフ
ォールディングに最も重要な因子である。したがって、−S は側鎖のパッキング
に焦点を置いて計算した (Fig. 2)。膜貫通領域は TMDET を用いて決定した[21]。
まず、ワイルドタイプの折り畳みに伴うエントロピー変化 
 
−ΔSW	 =  −Scompact, W − Σ(−Seach)W	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 (3) 
 
を計算した。W は野生型を示している。ここで、−Scompact, W はワイルドタイプの
膜内部位の溶媒和エントロピーであり、また、Σ(−Seach)W は、ワイルドタイプの
個々のヘリックスの溶媒和エントロピーの和である。ここで、膜内部位のみを
考慮したのは、溶媒のエントロピー効果が大きな影響を与えると考えられるス
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テージ 2 を模擬するためである。置換体の折り畳みに伴うエントロピー変化−Δ
SM も同様に以下で計算する。 
 
−ΔSM  =  −Scompact, M − Σ(−Seach)M	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 (4) 
 
結果として、置換による折り畳みに伴う溶媒のエントロピー変化−ΔΔS は、 
 
−ΔΔS  =  −ΔSM	 − (−ΔSW)	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 (5) 
 
で求められる。この値が負であるとき、変異体は野生型よりも安定である。 
	 	 ワイルドタイプの折り畳みに伴うエネルギー変化 ΔΛw は、 
 
ΔΛW	 =  Λcompact, W – Σ(Λextended)W	 	 	 	 	 	 (6) 
 
で計算される。ここで、Λcompact, W はワイルドタイプの膜内部位のΛであり、ま
た、Σ(Λextended)W は、仮想的に考えた完全に引き伸ばした構造のΛの和である。
ここで、完全に引き伸ばした構造は分子内水素結合を持たないので、Λextended = 0 
とした。エネルギー成分では完全に引き伸ばした構造を折り畳み前の構造とし
て考慮したのは、エントロピー成分とは異なり、ステージ 1 の分子内水素結合
形成も大きなエネルギー低下を与えるからである。置換体の折り畳みに伴うエ
ネルギー変化 ΔΛM も同様に以下で計算する。 
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ΔΛM  =  Λcompact, M − Σ(Λextended)M	 	 	 	 	 	 	 	 (7) 
 
結果として、置換による折り畳みに伴うエネルギー変化 ΔΔΛは、 
 
ΔΔΛ  =  ΔΛM − ΔΛW	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 (8) 
 
で求められる。この値が負のとき、変異体は野生型よりも安定である。 
最終的に、置換による折り畳みに伴う自由エネルギーの変化 ΔΔF は以下で与え
られる。 
 
ΔΔF  =  ΔΔΛ －ΔΔS 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 (9) 
 
ΔΔF が負になるとき、変異体は野生型よりも熱安定性が高いことを示している。 
 
2.5 用いたタンパク質のワイルドタイプのモデル  
	 本研究では、構造既知の GPCR である不活性型 A2AAR (PDB code: 3VG9) [15]
に対して、2.6 に述べる手法で数多くの置換体を作成し、F を用いて安定化をも
たらす置換を予測した。タンパク質の立体構造は原子同士の重なりのため、レ
ナード-ジョーンズ (LJ) ポテンシャルエネルギーが非常に大きな正の値をとる
ことがしばしばある。このような非現実的な重なりを取り除くため、CHARMM
生体分子シミュレーションプログラムと、Multi-scale Modeling Tools in Structural 
Biology (MMTSB) プログラムを用いて、真空中でエネルギーの最小化を行った
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[22-23]。力場パラメーターには、CHARMM22 を採用した。静電相互作用と非結合
相互作用はカットオフを行わず評価した。ミニマイズ後、タンパク質の挿入に
伴うエントロピー損失 S の計算を行う為に、それぞれの構造を剛体球の結合体
に置き換えた。タンパク質各原子 (酸素、炭素、窒素、水素、硫黄原子) の (x, y, 
z)-座標データと原子半径を水和エントロピーの計算のインプットデータとし、
原子レベルでのタンパク質の詳細な立体構造を考慮した。各原子の直径は
CHARMM22 の LJ ポテンシャルパラメーターのσの値を使用した。静電相互作
用の効果は、最も大きな影響を与える因子である分子内水素結合に着目して、
2.3 で述べた方法用いて考慮した。 
 
2.6 アミノ酸置換体の作成法  
	 アミノ酸置換体の作成は Modeller (バージョン 9.13) を用いて行った[24]。原子
同士が大きく重なるなど、非現実的な構造の生成を避けるために置換する残基
の 5 Å 周辺の残基のみを動かしながら置換を行った。一箇所の置換に対して 10
個のモデル構造を作成した。作成した構造はなお原子同士の重なりが存在した
ため、2.5 と同様の構造最適化を行った。安定化予測の計算では、それらのすべ
ての構造を用い、10 個の平均の値を用いた。最終的に 304 × 19 × 10 = 57760 個
の置換体構造を作成した。これだけ構造数が多くても本研究で用いた手法は計
算時間が短いため、40CPU を用いて 300 時間程度で計算が終了する。この計算
速度は過去に報告されている手法と比較してはるかに速い。 
 
2.7 A2AAR 遺伝子の作製  
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PrimeSTAR HS DNA Polymerase (TaKaRa) を酵素として用いて PCR を行い、
A2AAR の遺伝子の増幅を行った。ただし、C 末端が長く構造的に揺らぐことを
防止するため、317 残基以降のアミノ酸を除けるようにプライマーを設計した。
鋳型として用いた A2AAR は、糖鎖修飾が起こらぬよう 154 残基目の Asn を Glu
へ変異させているものを用いた。増幅させた A2AAR 遺伝子は TagRFP-His8 を C
末端に融合できるように、改変した pDDGFP2 プラスミドと共に出芽酵母
Saccharomyces cerevisiae FGY217 株に組み込んだ[25-26]。これにより得られた遺伝
子を野生型 (WT)とした。WT 遺伝子を鋳型に、変異を導入したプラマーおよび
PrimeSTAR Max DNA polymerase (TAKARA) を用いて、PCR で変異体遺伝子を
増幅した。 
 
2.8 発現・精製  
TagRFP を融合した A2AAR (A2AAR-RFP) は FGY217 を用いて発現させた[27]。集
菌した細胞を Buffer A (50 mM リン酸緩衝液, 100 mM NaCl, 5% glycerol, 2 mM 
EDTA ; pH 7.4) に懸濁し、ガラスビーズ (0.5 mm ; Biospec) と混合後、Orbital 
Shaker を用いて破砕した (150 r.p.m., 90 min, 4℃)。未破砕細胞および細胞骨格を
3,000×g で除去後、上精を超遠心し(100,000×g, 50 min) 膜ペレットを調製した。
膜ペレットを Buffer B (20 mM HEPES, 500 mM NaCl, 30% glycerol ; pH 7.0) で懸
濁した。0.2% CHS入り 2% DDMを用いて膜を可溶化後、TALON樹脂 (Clonetech) 
を用いて His-tag 精製 (20  mM HEPES, 250  mM NaCl, 10% glycerol, 1 µg/mL FUT, 
0.05% DDM, 0.01% CHS, 300 mM imidazole ; pH 7.0) を行い A2AAR-RFP を得た。
A2AAR の発現量および精製効率は FilterMax F5 microplate reader (Molecular 
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Device) を用い、RFP の蛍光値 593 nm (励起光：535 nm) を測定することで見積
もった。A2AAR-RFP は TEV 消化処理および Ni Sepharose High Performance (GE 
Healthcare) を用いて RFP および His-tag を除去し、A2AAR として精製 (20 mM 
HEPES, 250 mM NaCl, 10% glycerol, 0.05% DDM, 0.01% CHS ; pH 7.5) した。得ら
れた A2AAR は Amicon Ultra-4 (Millipore、100 K) を用いて 2 mg/mL となるように
濃縮した。 
 
2.9 熱安定性評価  
A2AARの熱安定性はN-[4-(7-diethylamino- 4-methyl-3-coumarinyl)phenyl]maleimide 
(CPM) を用いた CPM assay により測定した[28]。CPM 色素 (4 mg/mL in DMSO) 
を終濃度 0.2 mg /mL となるようにそれぞれ CPM assay Buffer (20 mM Tris、100 
mM NaCl、0.06% DDM ; pH 7.5) で希釈した。希釈した CPM 色素 5 µL とタンパ
ク質溶液 75 µL を混合し、CPM 色素の蛍光 440 nm を Real-Time PCR Mx3005P 
(Agilent Technologies) を用いて測定した (励起光：350 nm)。1 分間に 2℃ずつ上
昇するように加熱温度を増加させ、25-90℃の範囲で蛍光値を測定した。見かけ
の変性温度 (Tm) となる変曲点は、GraphPad Prism 4.0 (GraphPad Software, Inc., 
CA) を用いて決定した。同様に 35℃一定でサンプルを加熱し、CPM の蛍光値を
30分間測定した。このときサンプルの変性度合いが 50％となる時間を半減期 (τ) 
とした。 
 
[Results and Discussion] 
3.1	 熱安定性向上が予測される重要な残基の決定  
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 水溶性タンパク質に関しての研究で、木下教授らは変異における熱安定性の
変化の物理的要因を調べている。それによると変異による熱安定性の向上は、
エンタルピーの因子にはあまり依存せず、水分子のエントロピー増加が重要で
ある知見を得ている。その類推として、本研究ではまず自由エネルギー関数 F
のエントロピー項に着目した。Figure 3 は A2AAR の一残基置換体の－ΔΔS の計
算結果を示している。この結果より、T88 おおび S91 では多くのアミノ酸置換
で－ΔΔS の値が比較的小さくなることがわかった。安定化すると予測された上
位 100 種の変異体のうち、12 種は T88 に対して、11 種は S91 に対しての変異で
あった。そこで本研究では、この２つの残基は実験的に熱安定性を評価するの
に価値のある残基と考えた。 
 
3.2 S91 に関して  
	 S91 における－ΔΔS の計算結果を Table 1 に示した。S91F、S91K、S91L、S91R、
S91W は比較的－ΔΔS 値が小さく、熱安定化していると予測されたため、これら
の変異体の熱安定性を実験的に評価した。その結果を Fig. 4A に示した。発現量
が低い、可溶化効率が WT よりも低いといったことから、S91F、S91L、S91W
は精製することができず、熱安定性評価を行うことができなかった。これは熱
安定性の低下によってサンプルが凝集してしまったからと考えることができる。
精製することができた S91K、S91R そして WT に対して CPM assay を行った結
果、それぞれの Tm は 45.9、43.2、39.0℃であった。つまり S91K および S91R は
WT に比べ熱安定性が向上していることがわかった。これらの結果は、自由エネ
ルギー関数 F として焦点を当てていないエネルギー項が重要であることを示唆
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していた。エネルギー項 ΔΔΛおよび自由エネルギー関数の変化 ΔΔF に関して
の計算結果も Table 1 に示した。それにより、S91F および S91W は ΔΔΛの値が
大きな正の値を示していたため ΔΔF も正の値となっている。つまり ΔΔΛを考
慮した場合、この 2 種の変異体は不安定化すると予測され、それは実験結果と
一致する。S91F に関しては ΔΔF の観点からも、予測を成功させることはできな
かった。しかし ΔΔF の絶対値は非常に小さく、安定化した変異体と比べると非
常に十分大きな値となっている。S91K と S91R に関して ΔΔΛは—ΔΔS 同様に大
きな負の値となっており、実験的にも大きく安定化したという結果を支持して
いる。したがって、この理論的予測法を用いることで Tm が 7℃および 4℃上昇
した熱安定化変異体 S91K と S91R を同定することに成功した。ΔΔF の観点から
はより精確に安定化変異体を予測することができるが、上記のように—ΔΔS を利
用することで、安定化変異体をスクリーニングするにあたり重要な残基を同定
することができる。つまり、A2AAR の構造安定性には脂質二重層における炭化
水素基の並進変位からなるエントロピー効果だけでなく、タンパク質分子内の
水素結合も重要であるといえる。 
	 91 残基目はクラス A の GPCR で非常に相同性が高い残基であるため、他の
GPCR に S91K や S91R のような変異を導入することで、同様の熱安定性を持つ
変異体が得ることが期待される。ここで得られた変異体の性質に関しては、第 3
章で記述する。 
 
3.3 T88 に関して  
	 Table 2 に T88 変異体の−ΔΔS、ΔΔΛ、ΔΔF の計算結果を示した。変異体の中か
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ら−ΔΔS の値が比較的低い T88E、T88K、T88R に関して熱安定化測定を行った。
実験結果を Fig. 4B に示した。CPM assay の結果、T88E、T88K、T88R の Tm はそ
れぞれ 45.9、43.2、38.9℃であった。T88E、T88K は実際に熱安定性が向上して
いる変異体であり、ΔΔF も負の値であった。もし ΔΔΛの観点しか考えていなか
ったら、T88E は ΔΔΛが正の値であるため熱安定化すると予測できなかったと考
えられる。 
	 T88R は ΔΔF が低い値であったが Tm を測定した結果、熱安定化しておらず、
WT とほぼ同等の Tm 値であった。しかし、Tm だけが熱安定性を評価する指標で
はない。そのため熱安定性評価の別の指標となる、変性時間の測定を行った。
CPM assay を一定温度で行うことで変性時間を求めることができる。このとき得
られた変性曲線を基に、サンプルの 50%が変性した時間を半減期 τとした。WT
と T88R の τはそれぞれ 9.0 min と 28.8 min であった。つまり、T88R は 35℃に
おいて WT よりも安定性が高いことが分かる。つまり τの観点では T88R は安定
化変異体であり、予測は成功していると言える。また、アラニンスキャニング
により安定化するという結果が得られている T88A は、Table 2 で示した−ΔΔS の
項と ΔΔF の値から熱安定化すると予測された。一方、ΔΔΛの項からはそのよう
な結果は得られなかった。この結果も、熱安定化変異体を予測する際は、炭化
水素基の並進エントロピーと分子内水素結合のどちらも考慮することが重要で
あると示している。 
 
3.4 熱安定化変異体同定のストラテジー  
	 計算と実験結果をまとめたものを Fig. 6 に示した。A は S91 に関して、B は
 23 
T88 に関しての結果を示している。これら 2 種の残基に関する結果から次の信頼
できるストラテジーを立てることができる。熱安定化変異体の予測にはまず、
できうる限り多くの変異体に関してのエントロピーS の項を計算する。そしてそ
の計算結果から、どのアミノ酸に置換しても安定化する、重要な残基を見つけ
出す。次に、その残基に対して自由エネルギー関数 F を用いて熱安定化変異体
を選び出す。この際、ΔΔF が十分に低くなる(e.g. ΔΔF/(kBT0) < −5 ) 変異体を選
ぶのが良い。 
 
3.5 二残基変異体に関して  
	 本研究では安定化した変異を組み合わせた二残基変異体を作製することで、
さらに Tm を向上させることに成功した。T88、S91 に関して—ΔΔS 値が低かった 
(Table 1、Table 2) T88E および S91R を組み合わせた。計算結果は、−ΔΔS/kB = −
34.78、ΔΔΛ/(kBT0) = −18.33、ΔΔF/(kBT0) = −53.11 であった。−ΔΔS と ΔΔF は、一
残基変異体の結果よりもそれぞれ値が低かった。実験結果を Fig. 7 に示した。こ
の二残基変異体T88E-S91RのTmは51.0℃で野生型よりも約12℃向上していた。
また Fig. 5 より τは 9.0 min であった。この結果は、理論予測法が一残基変異体
だけでなく二残基変異体にも適用できることを示している。 
 
3.6 溶媒モデルの効果  
	 最後に本研究では、剛体球溶媒を水分子に置き換えると結果がどのように変
化するかを検証した。所定の構造をとるタンパク質において溶媒和エントロピ
ーを表す 4 つの係数の値は、剛体球では C1 = −0.26966 (Å−3)、C2 = 0.21418 (Å−2)、
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C3 = −0.18719 (Å−1)、C4 = 0.05103 である。一方、水分子では C1 = −0.19676 (Å−3)、
C2 = 0.04517 (Å−2), C3 = 0.25671 (Å−1)、C4 = −0.35690 となる。S91 および T88 に関
して、水分子を溶媒として考えた際の−ΔΔS、ΔΔΛ、ΔΔF の値は Table 3 および
Table 4 のようになった。溶媒モデルを剛体球から水分子に置き換えた結果、−
ΔΔS の値が全体的に大きくなることがわかった。S91F、S91K、S91L、S91R、S91W、
T88E、T88K、T88R の全てで、ΔΔF の観点から比較的安定性が向上すると予測
された。つまり、S91F、S91L、S91W に関しては実験結果と矛盾するため、予
測は失敗しているといえる。このため本研究では、膜タンパク質は水分子のよ
うな極性環境中でなく非極性環境下にあるため、水分子モデルよりも剛体球モ
デルの方が適していると結論づけた。 
 
[Conclusion] 
	 本研究では、不活性状態の A2AAR の構造を利用して、GPCR のような熱安定
性の低い膜タンパク質の熱安定化変異体を予測する、自由エネルギー関数 F の
開発を木下教授らと行った。この関数はエントロピーとエネルギー項からなり、
それぞれ S と Λで表している。S は脂質二重層中の炭化水素基の並進エントロピ
ー項で、Λは分子内水素結合関連のエネルギー項である。自由エネルギー関数の
計算は、1 構造あたり 1 秒以下でできるため、全アミノ酸を網羅した一残基変異
体全てのエネルギー計算も迅速に行うことができる。 
	 自由エネルギー関数 F を用いた計算により熱安定化すると予測された変異体
を実際に作製し、熱安定性の評価を Tm および τ を測定することで行った。その
結果、S と Λはどちらも重要であり、どちら一方だけでは熱安定化変異体を見逃
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してしまう可能性があることが分かった。熱安定化変異体の予測にはまず、で
きうる限り多くの変異体に関してのエントロピーS の項を計算する。そしてその
計算結果から、どのアミノ酸に置換しても安定化するようなキーとなる残基を
見つけ出す。次に、その残基に対して自由エネルギー関数 F を用いて熱安定化
変異体を選び出す。この際、ΔΔF が十分に低くなる(e.g. ΔΔF/(kBT0) < −5 ) 変異
体を選ぶのが良い。A2AAR では、T88 と S91 が重要な残基であった。S91K およ
び T88E は野生型に比べ変性温度が約 7℃向上していた。35℃における τ は 20
分以上延びていた。熱安定化した変位を組み合わせることで、より熱安定性の
向上する二残基変異体 T88E-S91R を得ることができた。Tm は野生型に比べ約
12℃向上していた。この変異体は自由エネルギー関数の観点からも、一残基変
異体より熱安定性が向上すると予測されていた。実験的な熱安定性評価の結果
から理論計算のアプローチを変えることで、予測成功率を上げることに成功し
た。 
	 これらの結果は、本研究で開発した自由エネルギー関数 F を用いることで、
これまでにないほど迅速に、かつ効率良く熱安定化変異体をスクリーニングで
きることを示している。この手法を他の GPCR に適応することで、熱安定性が
低く発現や精製ができなかったサンプルの熱安定化変異体を迅速に見つけるこ
とができ、得られた熱安定化変異体は機能解析や構造解析に利用できると期待
される。 
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Figure 1 排除体積効果  
溶媒中におけるタンパク質側鎖の密なパッキングを表している。排除体積の重
なりにより、溶媒分子の動ける空間が増加する。上段は水溶媒中における可溶
性タンパク質のパッキングを表している。下段は溶媒中における膜タンパク質
側鎖間のパッキングを表している。溶媒は CH2、CH3、CH といった脂質分子中
の炭化水素基である。  
for membrane proteins. Chen et al.10 targeted poorly packed
nonpolar residues and nonconserved charged and polar
residues that lack the stabilization by hydrogen bonding or
electrostatic interaction and mutated these residues. Sauer et
al.12 proposed an approach whose advantage is that the wild-
type structure of the target protein is not required. However,
the mutations other than those included in the genomic
sequences data cannot be considered. These two methods are
based on bioinformatics or rather empirical (i.e., they are
knowledge-based methods), and the physicochemical origins of
the stability changes brought by mutations are somewhat
ambiguous. Bhattacharya et al.11 developed a method using an
energetic score in which only the van der Waals (vdW) and
torsion energies are incorporated as two important factors.
However, its application is limited to a mutation from a
nonpolar residue to Ala, primarily because protein intra-
molecular hydrogen bonds (HBs) are not taken into account in
the score. Another problem is that the score is deﬁned not for
the folding process but for the folded state alone.
In the present article, we report the results of the ﬁrst
attempt to develop a physics-based method that allows us to
rapidly explore the whole mutational space. Our free-energy
function F, which has recently been developed by us for a
protein in nonpolar environment,13 is modiﬁed for this
particular purpose. The hydrocarbon (CH2, CH3, and CH)
groups constituting nonpolar chains of lipid molecules act as
“solvent” for a membrane protein just like water for a water-
soluble protein. We have demonstrated for water-soluble
proteins that the entropic eﬀect originating from the transla-
tional displacement of water molecules is crucial in the
elucidation of mechanisms of not only folding but also cold,
pressure, and thermal denaturating.13−20 This demonstration
has inspired us to account for the solvent-entropy eﬀect for
membrane proteins as well.13 F takes into account the entropic
eﬀect originating from the translational displacement of
hydrocarbon groups and the protein intramolecular hydrogen
bonding as two essential factors: it comprises the entropic and
energetic terms, which are denoted by S and Λ, respectively. S
and Λ are dependent on the protein structure. As the ﬁrst step,
it is postulated that the wild-type structure is known and
utilizable in the identiﬁcation. Once stabilizing mutations for a
membrane protein are found, they will be applicable to the
homologues that show high sequence similarity. We illustrate
the method for the adenosine A2a receptor (A2aR). A2aR is a
seven-transmembrane protein that is a member of the GPCR
family. An important ﬁnding in our earlier work concerning
water-soluble proteins is that a mutation that largely increases
the water-entropy gain upon folding often leads to very high
enhancement of the thermal stability irrespective of the
enthalpic factor.21 By the analogy of this ﬁnding, we examined
the following strategy. First, calculate S for all of the possible
mutations and nominate key residues to be mutated in the
sense that many of their mutations will lead to relatively higher
enhancement of the stability; second, select stabilizing
mutations of the key residues using F. In the second step,
only the mutants which are predicted to be suﬃciently more
stable than the wild type should be selected. The examination
of this strategy was performed by our experiments. The result
for a mutation of one of the key residues to Ala, which was
previously reported,8 was also considered. The success rates
were in the range from 7/9 to 9/9 depending on the criterion
employed for the thermostability relative to that of the wild
type in the theoretical prediction and on the thermostability
measure adopted in our experiments. Despite the high success
rates, the calculation of F can be ﬁnished in less than 1 s per
structure, which allows us to test all of the possible mutations
with moderate computational eﬀort. We then combined two of
the single mutations to a double mutation. It was predicted to
be highly stabilizing on the basis of F: It certainly lead to an
increase in Tm of ∼12 °C (Tm is the melting temperature). This
result is remarkable because in many cases an increase in Tm
exceeding 10 °C can be achieved only by a triple or higher-fold
mutation when Ala scanning mutagenesis is employed.
■ THEORETICAL METHOD
For testing all of the possible mutations with minor
computational eﬀort, it is required that the calculation of a
free-energy function be accomplished quite rapidly. We
therefore account for only the fewest number of physicochem-
ical factors that substantially inﬂuence the thermostability of
membrane proteins. We discuss such factors by comparing
membrane proteins with water-soluble proteins.
Entropic Excluded-Volume Eﬀect by Solvent. We have
shown for a water-soluble protein that the entropic eﬀect
originating from the translational displacement of solvent (i.e.,
water) molecules plays a pivotal role in folding and unfolding
mechanisms.13−20 For a membrane protein, the hydrocarbon
(CH2, CH3, and CH) groups constituting nonpolar chains of
lipid molecules should act as a “solvent” just like water for a
water-soluble protein. Upon protein folding, the excluded
volume (EV) (i.e., the volume of the space which the centers of
solvent molecules cannot enter) decreases to a large extent,
which is followed by a corresponding increase in the total
volume available to the translational displacement of solvent
molecules coexisting with the protein in the system (a cartoon
is given in Figure 1).13−20 Namely, the folding leads to a large
gain of solvent entropy. It is true that the solvent possesses not
Figure 1. Close packing of side chains of a protein in solvent. Overlap
of excluded volumes occurs, and the total volume available to the
translational displacement of solvent particles increases by the
overlapped volume. (A) The solvent is formed by water molecules
(blue circles) for a water-soluble protein. (B) Side-to-side association
of two helices of a membrane protein in solvent. The solvent is formed
by hydrocarbon (CH2, CH3, and CH) groups (yellow circles)
constituting nonpolar chains of lipid molecules.
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Figure 2 自由エネルギー関数のエントロピーおよびエネルギー項の計算
方法  
S91 (青で示した) を His (灰色で示した) に変異させた例を示す。エントロピー
項に関しては Methods に記載した式(2)-(4)を、エネルギー項に関しては(5)-(7)を
参照。 
 
 
 
 
Calculation of the Entropic Term. The entropic term for
a protein structure is calculated using a hybrid of an integral
equation theory (IET)30 and our morphometric approach
(MA).31,32 The former is a statistical−mechanical theory for
ﬂuids and the latter is necessitated to treat a large protein with
complex polyatomic structure. Using this hybrid, we can ﬁnish
the calculation of −S in less than 0.5 s per structure despite that
the solvent is not a continuum but an ensemble of particles
with ﬁnite sizes. Detailed descriptions of the IET and the MA,
respectively, are provided in Sections 1 and 2 of Supporting
Information.
Calculation of the Energetic Term. Not only −S but also
Λ is to be calculated quite rapidly. Hence, we employ the
simplest possible method that still captures the physical
essence. The essential quantity is the change in Λ upon
protein folding. As described above, we account for only
intramolecular HBs. We examine all of the donors and
acceptors for backbone−backbone, backbone−side chain, and
side chain−side chain HBs and calculate Λ. When an HB is
formed, an energy decrease of D is considered. Unlike in our
earlier work,13 D is made dependent on the distance between
centers of the donor and acceptor, d. This alteration was
necessitated for assuring a high success rate in the
identiﬁcation. For d ≤ 1.5 Å, D is set at −14kBT. This value
is based on the free-energy decrease arising from hydrogen-
bond formation between two formamide molecules in a
nonpolar liquid.33 As d increases from 1.5 Å, |D| decreases
lineally and becomes zero for d ≥ 3.0 Å. We note that a donor−
acceptor pair is not in vacuum but in the environment where
atoms with positive and negative partial charges are present.
Therefore, |D| does not necessarily decrease in proportion to 1/
d. The calculation of Λ can also be ﬁnished in less than 0.5 s per
structure.
In our earlier work,13 we succeeded for GpA in showing that
the native structure can be discriminated from ∼15 000 non-
native structures generated by a computer simulation: the FEF
takes the lowest value for the native structure. As described in
Section 3 of Supporting Information, the discrimination is still
successful even after the alteration of the calculation method for
Λ mentioned above (the solvent model is the same as that
explained in Solvent Model).
Protocol for Comparing the Stabilities of the Wild
Type and a Mutant. The two-stage model34 has been
proposed for the structure formation process of a membrane
protein. In this model, individual α-helices of the protein are
separately stabilized as constituent domains within a lipid
bilayer in the ﬁrst stage, and the native structure is completed
by the side-to-side association of these helices (i.e., association
of the transmembrane domains accompanying the packing of
side chains) in the second stage. The solvent-entropy gain upon
protein folding occurring in the second stage is the most
important quantity.13 Hence, −S is calculated by focusing on
this side-chain packing (see Figure 2), which was validated in
our earlier work.13 In the ﬁgure, the transmembrane domains
are determined by the web server of TMDET.35 First, we
calculate the solvent-entropy gain ΔS (ΔS > 0) originating
from the packing of separated α-helices for the wild-type
structure as
−Δ = − − Σ −S S S( )W compact,W each W (2)
The subscript “W” denotes “wild type”. −Scompact,W is the
magnitude of entropic loss upon insertion of the associated α-
helices, and Σ(−Seach)W is that upon insertion of the separated
α-helices. −Scompact,W is smaller than Σ(−Seach)W. We then
calculate the same quantity for a mutant structure as
−Δ = − − Σ −S S S( )M compact,M each M (3)
The subscript “M” denotes “mutant”. −Scompact,M is smaller than
Σ(−Seach)M. When − ΔΔS deﬁned by
−ΔΔ = −Δ − −ΔS S S( )M W (4)
is negative, the mutant is more stable than the wild type with
respect to the entropic term.
The energy decrease ΔΛ (ΔΛ < 0) arising from the
formation of intramolecular HBs is calculated for both of the
ﬁrst and second stages (see Figure 2). It is calculated by
ΔΛ = Λ − Σ Λ( )W compact,W extended W (5)
where Λcompact,W is the energy decrease for the associated α-
helices, and Σ(Λextended)W is that for the completely extended
structures with no HBs: Σ(Λextended)W = 0. That is, ΔΛ is
calculated simply by counting the number of HBs in the folded
structure. We calculate the same quantity for a mutant structure
as
ΔΛ = Λ − Σ Λ( )M compact,M extended M (6)
When ΔΔΛ deﬁned by
ΔΔΛ = ΔΛ − ΔΛM W (7)
Figure 2. Calculation strategies for the entropic and energetic terms in
our free-energy function. The case where S91 (shown in blue) is
mutated to histidine (shown in gray) is given as an example. See eqs
2−4 for the entropic terms and eqs 5−7 for the energetic ones.
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(excitation 350 nm) with Real-Time PCR Mx3005P (Agilent
Technologies) as described previously.45 The temperature was
gradually increased from 25 to 90 °C with an increment of 2 °C
per minute. To determine the inﬂection point of a melting
curve, which was considered to equal the melting temperature
Tm, a Boltzmann sigmoidal equation was ﬁtted to the intensity
plot using GraphPad Prism 4.0 (GraphPad Software, Inc., CA).
When a mutation is identiﬁed as a thermostabilizing one by
our FEF, it implies that the folded structure of the
corresponding mutant is more stable than that of the wild
type. It is not deﬁnite if the two structures are essentially the
same in the sense that the activity is completely retained in the
mutant. Such an activity assay, which is to be carried out by
another experiment, is beyond our scope in the present study.
■ RESULTS AND DISCUSSION
Nomination of Key Residues to Be Mutated for Highly
Improving the Thermostability. In an earlier work for
water-soluble proteins, we investigated essential physical factors
governing the thermal-stability changes upon mutations.21 An
important ﬁnding was that a mutation that largely increases the
water-entropy gain upon folding often leads to very high
enhancement of the thermal stability irrespective of the
enthalpic factor. By the analogy of this ﬁnding, we ﬁrst focused
on the entropic term of our FEF. Figure 3 shows the values of
−ΔΔS calculated for all of the possible mutations for A2aR. It is
observed that many of the mutations for T88 and S91 possess
relatively lower values of −ΔΔS: 12 mutants of T88 and 11
mutants of S91 are included in the top 100 mutants predicted
to give the lowest values of −ΔΔS. Therefore, we nominated
T88 and S91 as key residues whose mutants were worth
examining by our experiments to ﬁnd highly thermostabilizing
mutations.
Stabilizing Mutations for S91. The values of −ΔΔS
calculated for the mutants of S91 are given in Table 1. We
selected S91F, S91K, S91L, S91R, and S91W from among those
giving considerably low values of −ΔΔS and examined their
thermostabilities by our experiments. The experimental results
for the ﬁve mutants are shown in the inset of Figure 4A. It
should be noted that when a mutant cannot be puriﬁed, it is
less stable than the wild type. Puriﬁcation of S91K and S91R
was successful (the puriﬁcation method was similar to that of
the wild type). We measured Tm for S91K, S91R, and the wild
type by the CPM assay and found that the values were 45.9,
43.2, and 39.0 °C, respectively. On the other hand, S91L, S91F,
and S91W could not be puriﬁed, suggesting that the thermal
stabilities of these three mutants were signiﬁcantly lowered.
This result indicates that the energetic term, which was not
taken into account in the above prediction, may also be
important. The energetic term ΔΔΛ and the free-energy
change ΔΔF calculated are also given in Table 1. It is observed
Table 1. Values of − ΔΔS, ΔΔΛ, and ΔΔF for S91 Mutated
to Residues Other than Ser (T0 = 298 K)
mutant −ΔΔS/kB ΔΔΛ/(kBT0) ΔΔF/(kBT0)
S91A 3.36 8.91 12.28
S91C −0.62 −2.03 −2.66
S91D −2.59 4.08 1.49
S91E −6.68 0.18 −6.51
S91F −12.95 17.06 4.11
S91G 5.57 17.25 22.81
S91H −8.42 −10.27 −18.69
S91I −6.89 6.71 −0.18
S91K −13.01 −21.63 −34.65
S91L −8.45 5.98 −2.47
S91M −7.47 10.66 3.19
S91N −7.61 −13.91 −21.52
S91P 1.29 26.84 28.13
S91Q −2.26 −7.63 −9.88
S91R −21.19 −12.53 −33.72
S91T 0.26 6.78 7.04
S91V −2.66 4.45 1.79
S91W −15.41 20.79 5.38
S91Y −16.88 6.05 −10.83
Figure 4. (A) Comparison among the wild type of A2aR and its single
mutations for S91 in terms of the thermostability. S91L, S91F, and
S91W mutants could not be puriﬁed with the result of no curves
measured. (B) Comparison among the wild type (WT) of A2aR and its
single mutations for T88 in terms of the thermostability. These two
ﬁgures show unfolding curves measured in the temperature range 25−
90 °C. The inset shows the results for the expression, puriﬁcation, and
melting temperature Tm. The expression and the puriﬁcation are
normalized by these of the WT. Tm was determined as the inﬂection
point of each unfolding curve. The experiments were independently
carried out three times. A representative unfolding curve is shown here
and the average value is adopted for each numerical data in the inset.
The standard error for Tm is also given.
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for S91F and S91W that ΔΔΛ takes considerably large, positive
values, leading to positive values of ΔΔF. S91F and S91W are
predicted to be destabilizing mutations in terms of ΔΔF, which
is consistent with the experimental observation. The calculation
result that ΔΔF for S91L is negative implies the failure of our
prediction. However, |ΔΔF| is quite small. It can be suggested
that only a mutation giving a suﬃciently large, negative value of
ΔΔF (e.g., ΔΔF/(kBT0) < −5) be regarded as a stabilizing
mutation. For S91K and S91R, ΔΔΛ as well as −ΔΔS takes
considerably large, negative values, leading to the high stabilities
corroborated by our experiments. Consequently, we could
successfully identify stabilizing mutations, S91K and S91R,
whose values of Tm increase by ∼7 °C and ∼4 °C, by our
theoretical method. Although the stabilizing mutations can be
identiﬁed more accurately in terms of ΔΔF, the nomination of
key residues to be mutated using −ΔΔS has been justiﬁed as
explicated above. The entropic eﬀect arising from the
translational displacement of hydrocarbon groups within the
lipid bilayer as well as the protein intramolecular hydrogen
bonding is crucially important for the structural stability of
A2aR.
Stabilizing mutations for T88. The values of −ΔΔS,
ΔΔΛ, and ΔΔF calculated for the mutants of T88 are collected
in Table 2. We selected T88E, T88K, and T88R from among
those giving considerably low values of −ΔΔS for the
experimental test. The experimental results for the three
mutants are shown in Figure 4B. We puriﬁed these mutants and
measure the values of Tm by the CPM assay: The values for
T88E, T88K, and T88R were 45.9, 43.2, and 38.9 °C,
respectively. T88E and T88K were actually stabilizing
mutations though the order of Tm is not in accord with that
of ΔΔF/(kBT0), −8.93 for T88E, and −43.60 for T88K. It is
interesting to note that T88E is predicted to cause
destabilization if only ΔΔΛ is considered by omitting −ΔΔS.
T88R does not bring stabilization in terms of Tm despite its
low ΔΔF; T88R and the wild type share almost the same value
of Tm. We note, however, that Tm is not necessarily the best
measure of the thermostability. As described in Section 5 of
Supporting Information, we measured unfolding curves of the
wild type and its mutants measured at 35 °C for 30 min. The
half-life time τ at which the percentage of folded protein
decreased to 50% is another good measure: The values of τ for
the wild type and T88R are 9.0 and 28.8 min, respectively,
which indicates that T88R is signiﬁcantly more stable than the
wild type at 35 °C. It should be emphasized that the theoretical
prediction is made using F calculated at 25 °C though the
temperature dependence of F for a mutant is diﬀerent from that
of the wild type. We can argue that the prediction result is valid
up to 35 °C but an inversion occurs when the temperature is
further increased. Taken together, T88R is a stabilizing
mutation in terms of τ. We note that T88A was identiﬁed as
a stabilizing mutation in Ala scanning experiments.8 It is
observed in Table 2 that T88A is certainly a stabilizing mutant
in terms of −ΔΔS and ΔΔF, but not in terms of ΔΔΛ. It is
worthwhile to repeat that the translational entropy of
hydrocarbon groups and the intramolecular hydrogen bonding
are both crucially important.
Strategy for Identifying Thermostabilizing Mutations.
The results explained above are summarized in Figure 5 (panel
A for S91 and panel B for T88). On the basis of the results of
our tests for S91 and T88, we propose the following strategy as
a reliable one. First, calculate S for all of the possible mutations
and nominate key residues to be mutated in the sense that
many of their mutations will lead to relatively higher
enhancement of the stability. Second, select stabilizing
mutations of the key residues using F. In the second step,
only the mutants giving ΔΔF suﬃciently low values (e.g.,
ΔΔF/(kBT0) < −5) should be selected.
Introducing a Double Mutation. It is of great interest to
see how much Tm increases by a double mutation. To this end,
we selected T88E−S91R (S91 and T88 are nonadjacent)
because S91R and T88E give considerably low values of −ΔΔS
as observed in Tables 1 and 2, respectively, and calculated its
−ΔΔS, ΔΔΛ, and ΔΔF. The calculation results are as follows:
−ΔΔS/kB = −34.78, ΔΔΛ/(kBT0) = −18.33, and ΔΔF/(kBT0)
= −53.11. −ΔΔS and ΔΔF are lower than those for any of the
single mutations considered in Tables 1 and 2. The
experimental results are shown in Figure 6. Tm for the double
mutant was 51.0 °C that is higher than that of the wild type by
∼12 °C. As described in Section 5 of Supporting Information,
the values of τ for the wild type and T88E−S91R are 9.0 and
49.6 min, respectively. This result suggests that our theoretical
method is applicable not only to a single mutant but also to a
double one for predicting thermostabilizing mutations.
Eﬀect of Solvent Model. Last, we examine how the results
are changed when the hard-sphere solvent is replaced by water.
The four coeﬃcients in the morphometric form for the
solvation entropy of a protein with a prescribed structure (see
Section 5 of Supporting Information) are C1 = −0.26966 (Å−3),
C2 = 0.21418 (Å
−2), C3 = −0.18719 (Å−1), and C4 = 0.05103
for the hard-sphere solvent and C1 = −0.19676 (Å−3), C2 =
0.04517 (Å−2), C3 = 0.25671 (Å
−1), and C4 = −0.35690 for
water. The values of −ΔΔS, ΔΔΛ, and ΔΔF of the mutations
for S91 and those of the mutations for T88 are collected in
Tables 3 and 4, respectively, for the case of water. Tables 3 and
4 should be compared to Tables 1 and 2, respectively (ΔΔΛ
remains unchanged). Overall, the diﬀerences among the
mutants in −ΔΔS are magniﬁed when the hard-sphere solvent
is replaced by water: The contribution from −ΔΔS/kB to
ΔΔF/(kBT0) becomes larger. As a consequence, all of S91F,
S91K, S91L, S91R, S91W, T88E, T88K, and T88R are
Table 2. Values of −ΔΔS, ΔΔΛ, and ΔΔF for T88 Mutated
to Residues Other than Thr (T0 = 298 K)
mutant −ΔΔS/kB ΔΔΛ/(kBT0) ΔΔF/(kBT0)
T88A −9.26 2.28 −6.98
T88C −6.46 −5.15 −11.61
T88D −1.71 9.13 7.42
T88E −15.12 6.19 −8.93
T88F −11.25 4.16 −7.09
T88G −3.30 4.50 1.19
T88H −11.71 0.66 −11.05
T88I −5.02 1.88 −3.14
T88K −10.39 −33.21 −43.60
T88L −5.88 3.73 −2.15
T88M −13.24 2.99 −10.25
T88N −4.41 7.39 2.98
T88P 2.28 22.20 24.48
T88Q −11.60 −5.90 −17.49
T88R −11.99 −23.86 −35.84
T88S 0.60 7.49 8.09
T88V 0.21 6.23 6.44
T88W −9.12 11.23 2.11
T88Y −16.0 13.52 −2.48
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Figure 3 A2AAR における—ΔΔSの計算結果  
縦軸は—ΔΔS の計算値を示している。負の値が大きいほど安定と予測される変異
体である。横軸は A2AAR のアミノ酸残基を示している。アミノ酸残基毎に、他
の 19 種類のアミノ酸へ置換した−ΔΔS/kBT の値をプロットしている。青で示して
いる残基が T88、赤で示している残基が S91 である。 
 
  
is negative, the mutant is more stable than the wild type with
respect to the energetic term. The change in the FEF (T = T0)
due to a mutation ΔΔF is given by
ΔΔ = ΔΔΛ − ΔΔF k T k T S k/( ) /( ) /B 0 B 0 B (8)
Negative ΔΔF implies that the mutant is more stable than the
wild type.
Structure Model for the Wild Type. Human adenosine
A2a receptor A2aR is chosen as a target in the present study (see
Section 4 of Supporting Information). The crystal structure
(PDB ID: 3VG9) of A2aR in an inactive state
36 is used as a
template. Because the loop structure of P149−H155 is missing,
it is merged from that of the other crystal structure of A2aR
(PDB ID: 4EIY).37 The Lennard-Jones potential energy for the
wild-type structure thus obtained is positive and signiﬁcantly
large due to the unrealistic overlaps of protein atoms. Such
overlaps are removed by local minimization of the energy (not
our FEF) using the CHARMM biomolecular simulation
program38 through the multiscale modeling tools in structural
biology (MMTSB) program.39 The minimization is performed
so that the original structures can be retained as much as
possible. We employ the CHARMM2240 as the force-ﬁeld
parameters. Electrostatic and nonbonded interactions are all
evaluated without any cutoﬀ. After the minimization, each
structure is switched to a set of fused hard spheres for
calculating the solvation entropy. We emphasize the following:
all that matters is the removal of the overlaps of protein atoms
with retaining the original structure, and the details of the
minimization procedure are not important.
Structure Models for a Mutant. Mutant structures are
generated by using the MODELLER program:41 Starting from
the wild-type structure, we move the residues which are present
within a distance of 5 Å from the mutated residue. For each
mutant, a total of 10 structures are generated and the unrealistic
overlaps of protein atoms are removed by local minimization of
the energy as mentioned above. The root-mean-square
deviation for Cα atoms between the structures before and
after the energetic local minimization is only 0.56 Å for the wild
type and in the range 0.43−0.78 Å for the mutants; the original
structures are almost completely retained. A thermodynamic
quantity for a mutant is obtained as the average of the 10
values. We mutate each residue of A2aR from S6 to R309 to
every amino acid residue other than the original one. Finally,
we prepared 304 × 19 × 10 = 57 760 mutants. Scanning of all
of these mutations by our method takes only ∼310 h using 20
central processing units on our standard workstation. Most of
the computation time is devoted to the energetic local
minimization process.
■ EXPERIMENTAL PROCEDURE
DNA Construction, Expression, and Puriﬁcation of
A2aR. The coding sequence of A2aR from residues 1−316 were
ampliﬁed by PCR in which Asn154 was replaced by Gln to
eliminate N-linked glycosylation.36 The DNA fragment was
inserted into the plasmid pDDGFP-242 including TagRFP-His8
at the C-terminus by homologous recombination in Saccha-
romyces cerevisiae strain FGY217 as described previously.43 The
A2aR-RFP fusion protein was expressed in FGY217
44 and
puriﬁed using 2% n-Dodecyl-β-D-maltoside (DDM) containing
0.2% cholesteril hemisuccinate (CHS) as described previ-
ously.36 After metal aﬃnity chromatography, A2aR-RFP was
cleaved using His-tagged TEV protease, and TagRFP and His-
tagged TEV protease were removed by use of Ni Sepharose
High Performance (GE Healthcare). The ﬂow-through fraction
as a ﬁnal puriﬁed sample was concentrated to approximately 2
mg/mL by Amicon Ultra-4 (Millipore, 100 K) after the
solution buﬀer was exchanged to 20 mM HEPES (pH 7.5), 250
mM NaCl, 10% glycerol, 0.05% DDM, 0.01% CHS. A2aR thus
obtained is referred to as wild type in the present study. All
amino-acid substitution mutants were introduced by site-
directed polymerase chain reaction mutagenesis using PrimeS-
TAR Max DNA polymerase (TaKaRa) and puriﬁed by
following the procedures described above. The expression
levels and the amount of puriﬁed sample were estimated from
the RFP ﬂuorescence that was measured at 595 nm (excitation
535 nm) with the FilterMax F5 microplate reader (Molecular
Devices).
Thermal Stability Assay. Thermal stability assay (the so-
called CPM assay) was performed with N-[4-(7-diethylamino-
4-methyl-3-coumarinyl)phenyl]maleimide (CPM) as described
previously.45 Puriﬁed sample (2 mg/mL) and CPM dye (4 mg/
mL in DMSO) were diluted to 0.2 mg/mL by adding the
reaction buﬀer (20 mM Tris, 100 mM NaCl, 0.06% DDM: pH
7.5). The CPM assay was started by adding 5 μL of the diluted
CPM dye into 75 μL of the protein solution, and the
ﬂuorescence of the reacted CPM dye was measured at 440 nm
Figure 3. Values of −ΔΔS for all of the possible mutations for A2aR. Negative and positive values of −ΔΔS mean that the mutation enhances and
lowers the thermostability, respectively. Blue squares denote the values of −ΔΔS of the mutations for T88 and red circles denote those for S91.
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Figure. 4 T88 および S91 変異体の熱安定性評価：Tm 測定  
A は S91 変異体の熱安定性を比較した結果である。S91F、S91L、S91W は精製
することができなかったため、熱安定性の評価はしていない。B は T88 変異体
の熱安定性を比較した結果である。これら 2 つの Fig は、25-90℃ににおける
A2AAR の変性曲線を示している。グラフには各変異体の発現量、精製効率、変
性温度 Tm をそれぞれ添付している。発現量と精製効率は野生型の結果を 100%
としている。Tm は各変性曲線の変曲点の温度としている。変性曲線は 3 回の実
験の代表値を載せている。発現量、精製効率、Tm は 3 回の実験の平均値と偏差
で表している。
(excitation 350 nm) with Real-Time PCR Mx3005P (Agilent
Technologies) as described previously.45 The temperature was
gradually increased from 25 to 90 °C with an increment of 2 °C
per minute. To determine the inﬂection point of a melting
curve, which was considered to equal the melting temperature
Tm, a Boltzmann sigmoidal equation was ﬁtted to the intensity
plot using GraphPad Prism 4.0 (GraphPad Software, Inc., CA).
When a mutation is identiﬁed as a thermostabilizing one by
our FEF, it implies that the folded structure of the
corresponding mutant is more stable than that of the wild
type. It is not deﬁnite if the two structures are essentially the
same in the sense that the activity is completely retained in the
mutant. Such an activity assay, which is to be carried out by
another experiment, is beyond our scope in the present study.
■ RESULTS AND DISCUSSION
Nomination of Key Residues to Be Mutated for Highly
Improving the Thermostability. In an earlier work for
water-soluble proteins, we investigated essential physical factors
governing the thermal-stability changes upon mutations.21 An
important ﬁnding was that a mutation that largely increases the
water-entropy gain upon folding often leads to very high
enhancement of the thermal stability irrespective of the
enthalpic factor. By the analogy of this ﬁnding, we ﬁrst focused
on the entropic term of our FEF. Figure 3 shows the values of
−ΔΔS calculated for all of the possible mutations for A2aR. It is
observed that many of the mutations for T88 and S91 possess
relatively lower values of −ΔΔS: 12 mutants of T88 and 11
mutants of S91 are included in the top 100 mutants predicted
to give the lowest values of −ΔΔS. Therefore, we nominated
T88 and S91 as key residues whose mutants were worth
examining by our experiments to ﬁnd highly thermostabilizing
mutations.
Stabilizing Mutations for S91. The values of −ΔΔS
calculated for the mutants of S91 are given in Table 1. We
selected S91F, S91K, S91L, S91R, and S91W from among those
giving considerably low values of −ΔΔS and examined their
thermostabilities by our experiments. The experimental results
for the ﬁve mutants are shown in the inset of Figure 4A. It
should be noted that when a mutant cannot be puriﬁed, it is
less stable than the wild type. Puriﬁcation of S91K and S91R
was successful (the puriﬁcation method was similar to that of
the wild type). We measured Tm for S91K, S91R, and the wild
type by the CPM assay and found that the values were 45.9,
43.2, and 39.0 °C, respectively. On the other hand, S91L, S91F,
and S91W could not be puriﬁed, suggesting that the thermal
stabilities of these three mutants were signiﬁcantly lowered.
This result indicates that the energetic term, which was not
taken into account in the above prediction, may also be
important. The energetic term ΔΔΛ and the free-energy
change ΔΔF calculated are also given in Table 1. It is observed
Table 1. Values of − ΔΔS, ΔΔΛ, and ΔΔF for S91 Mutated
to Residues Other than Ser (T0 = 298 K)
mutant −ΔΔS/kB ΔΔΛ/(kBT0) ΔΔF/(kBT0)
S91A 3.36 8.91 12.28
S91C −0.62 −2.03 −2.66
S91D −2.59 4.08 1.49
S91E −6.68 0.18 −6.51
S91F −12.95 17.06 4.11
S91G 5.57 17.25 22.81
S91H −8.42 −10.27 −18.69
S91I −6.89 6.71 −0.18
S91K −13.01 −21.63 −34.65
S91L −8.45 5.98 −2.47
S91M −7.47 10.66 3.19
S91N −7.61 −13.91 −21.52
S91P 1.29 26.84 28.13
S91Q −2.26 −7.63 −9.88
S91R −21.19 −12.53 −33.72
S91T 0.26 6.78 7.04
S91V −2.66 4.45 1.79
S91W −15.41 20.79 5.38
S91Y −16.88 6.05 −10.83
Figure 4. (A) Comparison among the wild type of A2aR and its single
mutations for S91 in terms of the thermostability. S91L, S91F, and
S91W mutants could not be puriﬁed with the result of no curves
measured. (B) Comparison among the wild type (WT) of A2aR and its
single mutations for T88 in terms of the thermostability. These two
ﬁgures show unfolding curves measured in the temperature range 25−
90 °C. The inset shows the results for the expression, puriﬁcation, and
melting temperature Tm. The expression and the puriﬁcation are
normalized by these of the WT. Tm was determined as the inﬂection
point of each unfolding curve. The experiments were independently
carried out three times. A representative unfolding curve is shown here
and the average value is adopted for each numerical data in the inset.
The standard error for Tm is also given.
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(excitation 350 nm) with Real-Time PCR Mx3005P (Agilent
Technologies) as described previously.45 The temperature was
gradually increased from 25 to 90 °C with an increment of 2 °C
per minute. To determine the inﬂection point of a melting
curve, which was considered to equal the melting temperature
Tm, a Boltzmann sigmoidal equation was ﬁtted to the intensity
plot using GraphPad Prism 4.0 (GraphPad Software, Inc., CA).
When a mutation is identiﬁed as a thermostabilizing one by
our FEF, it implies that the folded structure of the
corresponding mutant is more stable than that of the wild
type. It is not deﬁnite if the two structures are essentially the
same in the sense that the activity is completely retained in the
mutant. Such an activity assay, which is to be carried out by
another experiment, is beyond our scope in the present study.
■ RESULTS AND DISCUSSION
Nomination of Key Residues to Be Mutated for Highly
Improving the Thermostability. In an earlier work for
water-soluble proteins, we investigated essential physical factors
governing the thermal-stability changes upon mutations.21 An
important ﬁnding was that a mutation that largely increases the
water-entropy gain upon folding often leads to very high
enhancement of the thermal stability irrespective of the
enthalpic factor. By the analogy of this ﬁnding, we ﬁrst focused
on the entropic term of our FEF. Figure 3 shows the values of
−ΔΔS calculated for all of the possible mutations for A2aR. It is
observed that many of the mutations for T88 and S91 possess
relatively lower values of −ΔΔS: 12 mutants of T88 and 11
mutants of S91 are included in the top 100 mutants predicted
to give the lowest values of −ΔΔS. Therefore, we nominated
T88 and S91 as key residues whose mutants were worth
examining by our experiments to ﬁnd highly thermostabilizing
mutations.
Stabilizing Mutations for S91. The values of −ΔΔS
calculated for the mutants of S91 are given in Table 1. We
selected S91F, S91K, S91L, S91R, and S91W from among those
giving considerably low values of −ΔΔS and examined their
thermostabilities by our experiments. The experimental results
for the ﬁve mutants are shown in the inset of Figure 4A. It
should be noted that when a mutant cannot be puriﬁed, it is
less stable than the wild type. Puriﬁcation of S91K and S91R
was successful (the puriﬁcation method was similar to that of
the wild type). We measured Tm for S91K, S91R, and the wild
type by the CPM assay and found that the values were 45.9,
43.2, and 39.0 °C, respectively. On the other hand, S91L, S91F,
and S91W could not be puriﬁed, suggesting that the thermal
stabilities of these three mutants were signiﬁcantly lowered.
This result indicates that the energetic term, which was not
taken into account in the above prediction, may also be
important. The energetic term ΔΔΛ and the free-energy
change ΔΔF calculated are also given in Table 1. It is observed
Table 1. Values of − ΔΔS, ΔΔΛ, and ΔΔF for S91 Mutated
to Residues Other than Ser (T0 = 298 K)
mutant −ΔΔS/kB ΔΔΛ/(kBT0) ΔΔF/(kBT0)
S91A 3.36 8.91 12.28
S91C −0.62 −2.03 −2.66
S91D −2.59 4.08 1.49
S91E −6.68 0.18 −6.51
S91F −12.95 17.06 4.11
S91G 5.57 17.25 22.81
S91H −8.42 −10.27 −18.69
S91I −6.89 6.71 −0.18
S91K −13.01 −21.63 −34.65
S91L −8.45 5.98 −2.47
S91M −7.47 10.66 3.19
S91N −7.61 −13.91 −21.52
S91P 1.29 26.84 28.13
S91Q −2.26 −7.63 −9.88
S91R −21.19 −12.53 −33.72
S91T 0.26 6.78 7.04
S91V −2.66 4.45 1.79
S91W −15.41 20.79 5.38
S91Y −16.88 6.05 −10.83
Figure 4. (A) Comparison among the wild type of A2aR and its single
mutations for S91 in terms of the thermostability. S91L, S91F, and
S91W mutants could not be puriﬁed with the result of no curves
measured. (B) Comparison among the wild type (WT) of A2aR and its
single mutations for T88 in terms of the thermostability. These two
ﬁgures show unfolding curves measured in the temperature range 25−
90 °C. The inset shows the results for the expression, puriﬁcation, and
melting temperature Tm. The expression and the puriﬁcation are
normalized by these of the WT. Tm was determined as the inﬂection
point of each unfolding curve. The experiments were independently
carried out three times. A representative unfolding curve is shown here
and the average value is adopted for each numerical data in the inset.
The standard error for Tm is also given.
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Figure 5 T88 および S91 変異体の熱安定性評価：τ の測定  
グラフは各変異体の 35℃一定での変性速度を表している。縦軸に A2AAR のフォ
ールディング率、横軸に加熱時間を示していて、30 分間測定した[29]。加熱前の
フォールディング率を 100%とし、それが 50%となった時間を τとした。実験は
3 回行い、グラフは代表値を、τは平均値と偏差を記載している。  
 S5
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure S3. Thermal stabilities of purified A2aR mutants. This figure shows unfolding curves of the wild type 
and its mutants measured at 35°C for 30 min. The percentage of folded protein was calculated by the quotient of 
raw fluorescence measured at each time point divided by the maximal fluorescence as described elsewhere.18 
The inset shows the half-life time at which the percentage of folded protein decreased to 50%. The experiments 
were independently carried out three times. A representative unfolding curve is shown here and the average 
value is adopted for each numerical data in the inset. The standard error for the half-life time is also given. 
 
 
 
Figure S4. Sequence alignment of ten representative GPCRs belonging to class A; adenosine A2a receptor 
(A2aR), serotonin 5-HT2B receptor (HTR2B), β2-adrenergic receptor (ADRB2), histamine H1 receptor 
(HRH1), dopamine D3 receptor (DRD3), P2Y12 receptor (P2Y12), rat neurotensin receptor 1 (NTSR1), kappa 
opioid receptor (OPRK1), C-X-C chemokine receptor 4 (CXCR4), and C-C chemokine receptor 5 (CCR5). 
The residue numbers and secondary structures of A2aR are indicated on its sequence. The residues 
corresponding to T88 and S91 of A2aR are surrounded by dark green and light green squares, respectively. S91 
is conserved except in NTSR1 and CCR5. By contrast, the conservation of T88 is much lower. 
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Figure 6 変異体の計算結果  
A は S91 変異体の T0 = 298 K における−ΔΔS/kB、ΔΔΛ/(kBT0)、ΔΔF/(kBT0) の値を
示している。Tm 評価により熱安定性が向上していたものを赤で、そうでないも
のを緑色で示した。B は T88 変異体に関しての計算値を示している。T88R は Tm
ではなく τの評価で熱安定化していることがわかったため、例外として橙色で示
している。 
  
predicted to be quite thermostabilizing in terms of ΔΔF. It is
important to note that the prediction ends with failure for
S91F, S91L, and S91W. We can conclude that since the
membrane protein is directly immersed not in water but in
nonpolar environment, the hard-sphere solvent is more suitable
than water for the solvent model.
■ CONCLUSION
We have adapted our recently developed free-energy function13
to the identiﬁcation of thermostabilizing mutations for
membrane proteins. The FEF comprises the entropic and
energetic terms that are denoted by S and Λ, respectively. S is
featured by the translational entropy of hydrocarbon groups of
nonpolar chains within the lipid bilayer. Λ is based on the
intramolecular hydrogen bonding. The calculation of the FEF
can be ﬁnished in less than 1 s per structure, and we can
consider all of the possible mutations. The identiﬁcation
method thus obtained has been illustrated for the adenosine A2a
receptor (A2aR) whose wild-type structure in an inactive state is
Figure 5. (A) Values of −ΔΔS/kB, ΔΔΛ/(kBT0), and ΔΔF/(kBT0) (T0 = 298 K) for S91F, S91K, S91L, S91R, and S91W. The bars for mutants
experimentally shown to be stabilizing and destabilizing in terms of the melting temperature Tm are colored in red and green, respectively. The
success rates with −ΔΔS/kB, ΔΔΛ/(kBT0), and ΔΔF/(kBT0) are 2/5, 5/5, and 4/5, respectively. (B) Values of −ΔΔS/kB, ΔΔΛ/(kBT0), and ΔΔF/
(kBT0) (T0 = 298 K) for T88A, T88E, T88K, and T88R. The bars for mutants experimentally shown to be stabilizing and destabilizing in terms of
the melting temperature Tm are colored in red and green, respectively, except that the bar for T88R is colored in orange; T88R is destabilizing in
terms of Tm but stabilizing in terms of the half-life time τ. If the stability change is judged from Tm, the success rates with −ΔΔS/kB, ΔΔΛ/(kBT0),
and ΔΔF/(kBT0) are 3/4, 1/4, and 3/4, respectively. When ΔΔF/(kBT0) < −5 is employed as the criterion for the thermostability relative to that of
the wild type in (A) and T88R is determined to be stabilizing on the basis of τ in (B), the overall success rate with ΔΔF/(kBT0) is 9/9.
Figure 6. Comparison among the wild type of A2aR and its double
mutant for S91R and T88E in terms of the thermostability. This ﬁgure
shows their unfolding curves measured in the temperature range 25−
90 °C. The data points for the wild type (WT) and S91R−T88E are
indicated by red circles and gray triangles, respectively. The inset
shows the results for the expression, puriﬁcation, and melting
temperature Tm. The expression and the puriﬁcation are normalized
by these of the WT. Tm was determined as the inﬂection point of each
unfolding curve. The experiments were independently carried out
three times. A representative unfolding curve is shown here and the
average value is adopted for each numerical data in the inset. The
standard error for Tm is also given.
Table 3. Values of ΔΔS, ΔΔΛ, and ΔΔF for S91 Mutated to
Residues Other than Ser (T0 = 298 K)
mutant −ΔΔS/kB ΔΔΛ/(kBT0) ΔΔF/(kBT0)
S91A −1.55 8.91 7.36
S91C −12.10 −2.03 −14.13
S91D −19.47 4.08 −15.39
S91E −21.55 0.18 −21.38
S91F −27.07 17.06 −10.01
S91G 10.24 17.25 27.49
S91H −25.37 −10.27 −35.63
S91I −22.83 6.71 −16.12
S91K −33.44 −21.63 −55.07
S91L −25.38 5.98 −19.40
S91M −17.66 10.66 −7.00
S91N −21.16 −13.91 −35.07
S91P 1.35 26.84 28.19
S91Q −15.30 −7.63 −22.93
S91R −42.67 −12.53 −55.20
S91T −9.55 6.78 −2.78
S91V −11.46 4.45 −7.01
S91W −42.40 20.79 −21.62
S91Y −31.39 6.05 −25.34
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Figure 7 二残基変異体の熱安定性評価：Tm 測定  
Fig.は、25-90℃ににおける T88E-S91R の変性曲線を示している。グラフには各
変異体の発現量、精製効率、変性温度 Tm をそれぞれ添付している。発現量と精
製効率は野生型の結果を 100%としている。Tm は各変性曲線の変曲点のときの温
度としている。変性曲線は 3 回の実験の代表値を載せている。発現量、精製効
率、Tm は 3 回の実験の平均値と偏差で表している。 
 
 
 
 
  
predicted to be quite thermostabilizing in terms of ΔΔF. It is
important to note that the prediction ends with failure for
S91F, S91L, and S91W. We can conclude that since the
membrane protein is directly immersed not in water but in
nonpolar environment, the hard-sphere solvent is more suitable
than water for the solvent model.
■ CONCLUSION
We have adapted our recently developed free-energy function13
to the identiﬁcation of thermostabilizing mutations for
membrane proteins. The FEF comprises the entropic and
energetic terms that are denoted by S and Λ, respectively. S is
featured by the translational entropy of hydrocarbon groups of
nonpolar chains within the lipid bilayer. Λ is based on the
intramolecular hydrogen bonding. The calculation of the FEF
can be ﬁnished in less than 1 s per structure, and we can
consider all of the possible mutations. The identiﬁcation
method thus obtained has been illustrated for the adenosine A2a
receptor (A2aR) whose wild-type structure in an inactive state is
Figure 5. (A) Values of −ΔΔS/kB, ΔΔΛ/(kBT0), and ΔΔF/(kBT0) (T0 = 298 K) for S91F, S91K, S91L, S91R, and S91W. The bars for mutants
experimentally shown to be stabilizing and destabilizing in terms of the melting temperature Tm are colored in red and green, respectively. The
success rates with −ΔΔS/kB, ΔΔΛ/(kBT0), and ΔΔF/(kBT0) are 2/5, 5/5, and 4/5, respectively. (B) Values of −ΔΔS/kB, ΔΔΛ/(kBT0), and ΔΔF/
(kBT0) (T0 = 298 K) for T88A, T88E, T88K, and T88R. The bars for mutants experimentally shown to be stabilizing and destabilizing in terms of
the melting temperature Tm are colored in red and green, respectively, except that the bar for T88R is colored in orange; T88R is destabilizing in
terms of Tm but stabilizing in terms of the half-life time τ. If the stability change is judged from Tm, the success rates with −ΔΔS/kB, ΔΔΛ/(kBT0),
and ΔΔF/(kBT0) are 3/4, 1/4, and 3/4, respectively. When ΔΔF/(kBT0) < −5 is employed as the criterion for the thermostability relative to that of
the wild type in (A) and T88R is determined to be stabilizing on the basis of τ in (B), the overall success rate with ΔΔF/(kBT0) is 9/9.
Figure 6. Comparison among the wild type of A2aR and its double
mutant for S91R and T88E in terms of the thermostability. This ﬁgure
shows their unfolding curves measured in the temperature range 25−
90 °C. The data points for the wild type (WT) and S91R−T88E are
indicated by red circles and gray triangles, respectively. The inset
shows the results for the expression, puriﬁcation, and melting
temperature Tm. The expression and the puriﬁcation are normalized
by these of the WT. Tm was determined as the inﬂection point of each
unfolding curve. The experiments were independently carried out
three times. A representative unfolding curve is shown here and the
average value is adopted for each numerical data in the inset. The
standard error for Tm is also given.
Table 3. Values of ΔΔS, ΔΔΛ, and ΔΔF for S91 Mutated to
Residues Other than Ser (T0 = 298 K)
mutant −ΔΔS/kB ΔΔΛ/(kBT0) ΔΔF/(kBT0)
S91A −1.55 8.91 7.36
S91C −12.10 −2.03 −14.13
S91D −19.47 4.08 −15.39
S91E −21.55 0.18 −21.38
S91F −27.07 17.06 −10.01
S91G 10.24 17.25 27.49
S91H −25.37 −10.27 −35.63
S91I −22.83 6.71 −16.12
S91K −33.44 −21.63 −55.07
S91L −25.38 5.98 −19.40
S91M −17.66 10.66 −7.00
S91N −21.16 −13.91 −35.07
S91P 1.35 26.84 28.19
S91Q −15.30 −7.63 −22.93
S91R −42.67 −12.53 −55.20
S91T −9.55 6.78 −2.78
S91V −11.46 4.45 −7.01
S91W −42.40 20.79 −21.62
S91Y −31.39 6.05 −25.34
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predicted to be quite thermostabilizing in terms of ΔΔF. It is
important to note that the prediction ends with failure for
S91F, S91L, and S91W. We can conclude that since the
membrane protein is directly immersed not in water but in
nonpolar environment, the hard-sphere solvent is more suitable
than water for the solvent model.
■ CONCLUSION
We have adapted our recently developed free-energy function13
to the identiﬁcation of thermostabilizing mutations for
membrane proteins. The FEF comprises the entropic and
energetic terms that are denoted by S and Λ, respectively. S is
featured by the translational entropy of hydrocarbon groups of
nonpolar chains within the lipid bilayer. Λ is based on the
intramolecular hydrogen bonding. The calculation of the FEF
can be ﬁnished in less than 1 s per structure, and we can
consider all of the possible mutations. The identiﬁcation
method thus obtained has been illustrated for the adenosine A2a
receptor (A2aR) whose wild-type structure in an inactive state is
Figure 5. (A) Values of −ΔΔS/kB, ΔΔΛ/(kBT0), and ΔΔF/(kBT0) (T0 = 298 K) for S91F, S91K, S91L, S91R, and S91W. The bars for mutants
experimentally shown to be stabilizing and destabilizing in terms of the melting temperature Tm are colored in red and green, respectively. The
success rates with −ΔΔS/kB, ΔΔΛ/(kBT0), and ΔΔF/(kBT0) are 2/5, 5/5, and 4/5, respectively. (B) Values of −ΔΔS/kB, ΔΔΛ/(kBT0), and ΔΔF/
(kBT0) (T0 = 298 K) for T88A, T88E, T88K, and T88R. The bars for mutants experimentally shown to be stabilizing and destabilizing in terms of
the melting temperature Tm are colored in red and green, respectively, except that the bar for T88R is colored in orange; T88R is destabilizing in
terms of Tm but stabilizing in terms of the half-life time τ. If the stability change is judged from Tm, the success rates with −ΔΔS/kB, ΔΔΛ/(kBT0),
and ΔΔF/(kBT0) are 3/4, 1/4, and 3/4, respectively. When ΔΔF/(kBT0) < −5 is employed as the criterion for the thermostability relative to that of
the wild type in (A) and T88R is determined to be stabilizing on the basis of τ in (B), the overall success rate with ΔΔF/(kBT0) is 9/9.
Figure 6. Comparison among the wild type of A2aR and its double
mutant for S91R and T88E in terms of the thermostability. This ﬁgure
shows their unfolding curves measured in the temperature range 25−
90 °C. The data points for the wild type (WT) and S91R−T88E are
indicated by red circles and gray triangles, respectively. The inset
shows the results for the expression, puriﬁcation, and melting
temperature Tm. The expression and the puriﬁcation are normalized
by these of the WT. Tm was determined as the inﬂection point of each
unfolding curve. The experiments were independently carried out
three times. A representative unfolding curve is shown here and the
average value is adopted for each numerical data in the inset. The
standard error for Tm is also given.
Table 3. Values of ΔΔS, ΔΔΛ, and ΔΔF for S91 Mutated to
Residues Other than Ser (T0 = 298 K)
mutant −ΔΔS/kB ΔΔΛ/(kBT0) ΔΔF/(kBT0)
S91A −1.55 8.91 7.36
S91C −12.10 −2.03 −14.13
S91D −19.47 4.08 −15.39
S91E −21.55 0.18 −21.38
S91F −27.07 17.06 −10.01
S91G 10.24 17.25 27.49
S91H −25.37 −10.27 −35.63
S91I −22.83 6.71 −16.12
S91K −33.44 −21.63 −55.07
S91L −25.38 5.98 −19.40
S91M −17.66 10.66 −7.00
S91N −21.16 −13.91 −35.07
S91P 1.35 26.84 28.19
S91Q −15.30 −7.63 −22.93
S91R −42.67 −12.53 −55.20
S91T −9.55 6.78 −2.78
S91V −11.46 4.45 −7.01
S91W −42.40 20.79 −21.62
S91Y −31.39 6.05 −25.34
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Table 4 水分子を用いた場合の S91 変異体の計算値  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
known and utilizable. The signiﬁcance of the FEF and its two
terms has been examined by our experiments.
Some of the important results are recapitulated as follows.
(1) S and Λ are both essential, and neither of them can be
omitted.
(2) A reliable strategy is as follows: First, calculate S for all of
the possible mutations and nominate key residues to be
mutated in the sense that many of their mutations will lead to
relatively higher enhancement of the stability; second, select
some mutations of the key residues using F. In the second step,
only the mutants giving ΔΔF suﬃciently low values (e.g.,
ΔΔF/(kBT0) < −5) should be selected.
(3) For A2aR, T88 and S91 are the key residues.
(4) Not only the melting temperature Tm but also the half-
life time τ at a moderately high temperature (35 °C in the
present study), which is deﬁned as the time at which the
percentage of folded protein decreased to 50%, is a good
measure of the thermostability.
(5) Tm becomes higher than that of the wild type by ∼7 °C
for S91K and T88E despite that they are single mutations. The
values of τ for the wild type, S91K, and T88E are 9.0, 28.1, and
32.0 min, respectively.
(6) It is promising to combine two of the stabilizing single
mutations and verify the high stability of the resultant double
mutation using F.
(7) For A2aR, the double mutation T88E−S91R leads to an
increase in Tm of ∼12 °C (its τ reaches 49.6 min).
(8) With F, the success rates are in the range from 7/9 to 9/9
depending on the criterion employed for the thermostability
relative to that of the wild type in the theoretical prediction and
on the thermostability measure adopted in our experiments
(see Figure 5). Though the number of the mutations
considered is only 9, the success rate is suﬃciently high for
demonstrating the validity of our FEF.
As explained in Section 6 of Supporting Information, S91 is
conserved in signiﬁcantly many other G protein-coupled
receptors. The mutations, S91K and S91R, for those GPCRs
can lead to equally large stabilization. (This is not the case for
T88.) It is probable that there are signiﬁcantly many mutations
whose stability enhancement is higher than that from Ala
scanning. The next subjects to be pursued are the following:
testing multiple mutations for A2aR, reﬁning the procedure for
generating mutant structures, and applying our method to
other membrane proteins including GPCRs. In the last subject,
we are especially concerned with the case where the wild-type
structure is unknown and must therefore be constructed using
such tools as the homology modeling. Actually, we have already
made signiﬁcant progresses as follows. Tm of an octuple
mutation (A54L, T88A, R107A, K122A, L202A, L235A,
V239A, and S277A; seven residues are mutated to Ala) for
the adenosine A2a receptor was experimentally shown to be
higher than that of the wild type by ∼20 °C.46 The result of an
analysis using our FEF is quite consistent with this experimental
evidence, and the physical origins of the higher stability have
also been clariﬁed by the entropic and energetic terms. We have
succeeded in greatly raising the stability of a GPCR whose
structure is unknown, leading to the acquisition of its high-
resolution structural data for the ﬁrst time. These achievements
will be published in future articles.
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第二章  
効率的な熱安定性評価法の開発   
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[Abstract] 
	 GPCR は非常に不安定なタンパク質であるため、大量に精製サンプルを得るこ
とは困難である。これまで確立されていた GPCR の熱安定性評価法は高純度な
精製サンプルが多量に必要、多検体を同時に評価することができない、といっ
た効率の良い方法ではなかった。そのため、多くの変異体の作製が必要となる
熱安定化変異体のスクリーニングには、精製の初期段階で多検体の熱安定性を
同時に評価できる系が必要となる。そこで本研究では Coomassie Brilliant Blue 
G-250 (CBB G-250) を改変した色素と電気泳動を組み合わせた手法 (mCBB 
CN-PAGE) で、効率良く GPCR の熱安定性を評価できる手法の開発を試みた。 
	 未精製 A2AAR に対して mCBB CN-PAGE を用いた結果、界面活性剤の種類や
リガンド等の安定化剤の添加による熱安定性の差異を、これまで確立されてい
た熱安定性評価法と同様に測定することができた。これより、mCBB CN-PAGE
法を用いることで未精製 GPCR の熱安定性を迅速に評価することができると示
唆された。 
	 変異体の熱安定性をこの手法を用いて評価したところ、野生型よりも熱安定
性が向上している結果を得ることができた。これらの結果より、mCBB CN-PAGE
は精製初期の段階で GPCR の熱安定性を評価できる手法であるといえる。実際
にこの手法を用いることで、アディティブ非存在下で安定に精製できる新たな
熱安定化変異体 T88E-S91K を見つけ出すことに成功した。 
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[Introduction] 
	 第一章でも述べたように GPCR は非常に不安定な膜タンパク質で発現・精製
が困難である。そのため機能・構造解析を行うためのサンプルの調製には、サ
ンプルの熱安定性を向上させることが求められる。GPCR の熱安定性は、アミノ
酸置換だけでなく、Buffer 成分や界面活性剤の種類、そして低分子化合物などの
リガンドの種類といった様々な条件に起因する。そのため、安定な状態で GPCR
を精製するには、初期の段階でサンプルの熱安定性を評価できることが望まし
い。以下に、これまで確立されている GPCR の熱安定性を測定する技術を述べ
る。 
	 第一章で A2AAR の熱安定性を評価するためにも利用している CPM assay は、
膜タンパク質の熱安定性を評価する際にしばしば用いられる手法である[28,29]。
この手法は、CPM の持つマレイミド基とタンパク質の膜貫通領域に存在するシ
ステインを反応させ、その際に発する蛍光を検出することで間接的に熱安定性
を評価する手法である。サンプルの変性温度や変性速度を短時間で求めること
が可能だが、10 µg 以上の高純度の精製サンプルが必要であり、GPCR のように
精製することが困難なタンパク質を用いたスクリーニングには向いていない。
また、タンパク質サンプル中にフリーのシステイン残基が存在しなければなら
ず、全てのタンパク質に利用できる手法ではない。 
	 放射性標識リガンドを用いて結合活性を測定することで、熱安定性を評価す
る手法もしばしば用いられている。この手法は直接的に GPCR の熱安定性を求
めることができるというメリットがあるが、RI 化合物が非常に高価である、RI
化合物が存在しないタンパク質には利用できない、といったデメリットが存在
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する。 
	 近年、膜タンパク質の熱安定性評価法として蛍光ゲル濾過法 (FSEC) が注目
を浴びている[30]。この手法は、サンプルに緑色蛍光タンパク質などの蛍光タン
パク質を融合することで、未精製かつ少量で膜タンパク質の熱安定性の評価を
可能とした手法である。しかし FSEC では多種類のサンプルを同時に評価できな
いという欠点がある。また、高速液体クロマトグラフといった高価な装置が必
要となるため、コストがかかるという欠点も持ち合わせている。 
	 多種のサンプルの評価を同時に行う手法として polyacrylamide gel electrophoresis 
(PAGE) を挙げることができる。生化学の分野では、タンパク質の分離や分子量
測定のため SDS-PAGE が頻繁に用いられている。これは sodium dodecyl sulfate 
(SDS) を添加することでタンパク質を陰極に荷電させ、タンパク質を一定方向
に泳動させる手法である。タンパク質分子と SDS 分子は一定の割合で結合する
ため、分子量に見合った泳動結果を得ることができる。しかし、SDS は強い変
性作用を持つため、この方法ではサンプルの会合状態やタンパク質-タンパク質
間の相互作用を解析することができない。一方、Native-PAGE は、SDS-PAGE
とは異なりタンパク質を未変性状態で泳動する手法である。そのため、これま
で様々な Native-PAGE 法の開発がされてきた。Coomassie Brilliant Blue G-250 
(CBB G-250) を用いた blue native-PAGE (BN-PAGE)[31] は精製サンプルに関して
タンパク質-タンパク質相互作用解析等を行うことができる。しかし未精製サン
プルのような夾雑タンパク質が多い状態では、サンプルを検出することができ
ない。また、CBB G250 の持つ青色は、サンプルに融合した蛍光タンパク質の検
出を阻害してしまう。CBB G-250 の変わりに界面活性剤 DOSS や DOC を用いる
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fluorescence-detectable native-PAGE[32] , clear native-PAGE (CN-PAGE)[33] は CBB 
G250と違い、ゲルが染まらずサンプルに融合した蛍光タンパク質を検出できる。
そのため未精製サンプルにも対応できるメリットがあるが、強い界面活性剤を
用いているため GPCR などの安定性が低い膜タンパク質には適さない。上記の
デメリットを克服した手法として、BN-PAGE に用いる色素 CBB-G250 を還元し
た化合物 (mCBB) を用いる ghost native-PAGE と呼ばれる手法が開発された[34]。
しかし CBB G-250 を還元する際にシアン化合物を用いており大量に合成する際
危険である、煩雑な精製過程が必要、グラムスケールでの精製が難しいといっ
た問題があった。 
	 そこで本研究は、静岡県立大学と共にシアン化合物等の危険な還元剤を使用
しない条件で mCBB を効率良くグラムスケールで合成し、さらにそれを用いた
PAGE (mCBB CN-PAGE) により未精製かつ少量の膜タンパク質でも熱安定性を
評価できる手法の開発を試みた。当研究室では以前に GPCR の一種である
A2AAR とその立体構造を特異的に認識して結合する Fab フラグメント抗体との
共結晶構造を得ることに成功している[15]。実験にこの A2AAR を用い、未精製か
つ少量の膜タンパク質で mCBB GN-PAGE が機能し、界面活性剤やリガンドの
種類さらには変異体の熱安定性を評価できるか検証した。 
 
[Materials and Methods] 
・mCBB のグラムスケールでの調製  
	 100 mL メタノール中の CBB G-250 (5.0g; 1.2 mmol) と chloro(pentamethyl- 
cyclopentadienyl) (8-quinolinolato) iridium (III) (10 mg; 20 µmol; 0.4 mol%) に
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Sodium formate (520 mg; 7.6 mmol) を添加した。常温、アルゴン雰囲気下で撹拌
しながら 6 時間反応させた。冷却後、10 g の活性炭を加え、濾過した。濾液を
減圧乾燥し、4.2 g の mCBB を回収した。Blinova らによる NMR のスペクトルデ
ータは以下の通りである。1H NMR (CD3OD, 500 MHz) δ 7.81–7.69 (m, 4H), 7.37–
7.35 (m, 4H), 7.00 (d, J = 7.0 Hz, 1H), 6.89–6.75 (m, 6H), 6.54–6.49 (m, 6H), 6.44 (d, J 
= 8.5 Hz, 2H), 5.37 (s, 1H), 4.51 (s, 4H), 3.98 (q, J = 7.0 Hz, 2H), 3.46 (q, J = 7.0 Hz, 
4H), 2.05 (s, 6H), 1.36 (t, J = 7.0 Hz, 3H), 1.17 (t, J = 7.0 Hz, 6H)。CBB-G250 および
mCBB を水に溶解し、吸光光度計(GeneQuant 1300, GE Healthcare, Piscataway, NJ, 
USA)を用いて可視吸光を測定した。 
 
・A2AAR の遺伝子作製  
	 WT の遺伝子は、第一章と同様に作製した。PCR で増幅した A2AAR の遺伝子
断片と SmaI 処理した pRS426GAL1-RFP ベクターを Saccharomyces cerevisiae 
FGY217 株に組込み形質転換を行い、pRS426GAL1-A2AAR-RFP のプラスミドを
作製した。変異体の遺伝子も第一章と同様に作製した。 
 
・A2AAR の発現、膜調製、可溶化、精製  
	 FGY217 株を用いて A2AAR-RFP を発現させた。膜画分は第一章と同様に調製
した。膜は solubilization buffer (50  mM Tris, 120  mM NaCl, 20% glycerol, 1 µg/mL 
6-amidinonaphthalen-2-yl 4-guanidinobenzoate bis(methanesulfonate); FUT; Alfresa; 
pH 8.0) に再懸濁した。膜タンパク質の濃度が 5 mg/mL となるように 1% DDM, 
0.2% CHS で可溶化した。可溶化は 30 分、4°C で行った。4°C 、30 分、120,000 
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× g で超遠心後、上清 (未精製サンプル) を回収し、TALON 樹脂 (Clonetech) に
4°C、over night で吸着させた。100 mg の膜タンパク質に対して 1 mL 分の TALON
樹脂を用いた。樹脂は purification buffer (20  mM HEPES, 250  mM NaCl, 10% 
glycerol, 1 µg/mL FUT, 0.05% DDM, and 0.01% CHS ; pH 7.0) で洗浄後、結合した
A2AAR-RFP を 300 mM imidazole 入り purification buffer で溶出した。溶出したサ
ンプルは ultrafiltration (ULTRA-4 100 K, Millipore)を用いて 2 mg/mL まで濃縮し
た。 
	  
・BN-PAGE と mCBB CN-PAGE 
	 BN-PAGE および mCBB CN-PAGE は 10% (w/v)の tris-glycine ゲルを用いて行
った。sample buffer (100 mM Tris-HCl, pH 8.6, 20% glycerol, 1% CBB G-250 or 
mCBB, ± 0.05% DDM) は各サンプルと 1:1 となるように加え、10 µL をゲルにア
プライした。電気泳動は 4°C、150 Vで 1時間行った後、250 Vで 15分行った(anode 
buffer: 25 mM Tris [pH 8.3], 192 mM glycine; cathode buffer: 25 mM Tris [pH 8.3], 
192 mM glycine, 0.02% CBB G-250 or mCBB)。NativeMark Unstained Protein 
Standard (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA) をタンパク質マーカーとして使用した。 
 
・mCBB CN-PAGE を利用した A2AAR-RFP と Fab2838 間のタンパク質-タン
パク質相互作用検出  
	 Fab2838 は先行研究と同様に作製した[15]。過剰発現させた A2AAR-RFP 膜を可
溶化した超遠心上清を、未精製 A2AAR-RFP として使用した。8 µL の Fab2838 [0.6 
mg/mL, in 20 mM Tris, 20 mM NaCl, 0.05% DDM ; pH 8.5] と未精製 A2AAR-RFP 5 
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µL を混合した。30 分のインキュベート後、sample buffer (−DDM) を 1:1 となる
ように混合した。mCBB CN-PAGE は上述したように行った。NativeMark 
Unstained Protein Standard をタンパク質マーカーとして使用した。530 nm の緑色
光で 10 秒露光後、640 nm のカットオフフィルターを通してゲルを撮影し、
A2AAR-RFP のバンドを検出した。BN-PAGE は SDS-PAGE 脱色液 (20% methanol, 
7.5% acetic acid) を用いて脱色し、mCBB CN-PAGE は CBB R-250 (Wako, Osaka, 
Japan) で染色後に BN-PAGE 同様脱色してバンドを検出した。 
 
・mCBB CN-PAGE を利用した A2AAR-RFP 可溶化の界面活性剤スクリーニ
ング  
	 5 つの界面活性剤—DDM, n-decyl β-D-maltopyranoside (DM), n-octyl β-D- 
glucopyranoside (OG), Triton X-100, Tween 80—をスクリーニングに使用した。可
溶化は上述した方法で行った。界面活性剤の終濃度は全て 1%となるようにした。
FilterMax F5 Microplate Reader (Molecular Devices, Sunnyvale, CA, USA) を用いて、
可溶化前の膜懸濁液と可溶化後超遠心上清の RFP の蛍光強度を測定した(λex = 
535 nm, λem = 595 nm)。可溶化前の蛍光強度に対する、超遠心上清の蛍光強度
を可溶化効率とした。mCBB CN-PAGE は未精製 A2AAR-RFP を 5 µL 使用した。
ゲルの撮影は上述通り行った。A2AAR-RFP 単量体のバンドは ImageJ (US National 
Institutes of Health, Bethesda, Maryland, USA, http://imagej.nih.gov/ij)[35] を用いて分
析した。 
 
・mCBB CN-PAGE を利用した A2AAR-RFP の熱安定性評価：界面活性剤の
 45 
スクリーニング  
	 A2AAR-RFP の可溶化は DDM、DM、OG を用いて行った。可溶化後、上清の
RFP の蛍光値を上記と同様に測定した。全てのサンプルの蛍光強度を揃うよう
に、0.2 mL チューブへ分注した。分注したこれらのサンプルを PCR Thermal 
Cycler (TaKaRa, Kusatsu, Shiga, Japan) を用いて 20-80°C で 5 分間加熱した。加熱
後すぐ氷上でサンプルを冷やし、sample buffer (−DDM) を 1:1 となるように加え
た。mCBB CN-PAGE およびゲルの撮影は前述と同様に行った。単量体のバンド
は Image J で解析し、各温度域の RFP の蛍光強度を数値化した。凝集曲線の変
曲点は、GraphPad Prism 4.0 (GraphPad Software, Inc., California, USA) を用いて求
めた。本研究では、このときの温度を凝集中点温度 Tm(arrg.)と定義した。 
 
・mCBB CN-PAGE を利用した様々な条件下における A2AAR-RFP の熱安定
性評価  
	 A2AAR-RFP の膜の可溶化は 0.2% CHS を含んだ 1% DDM を用いて行った。こ
のとき得られた A2AAR-RFP の可溶化サンプルを+CHS とした。DMSO に溶解し
た ZM241385 (0.5 µL; 200 µM)を 5 µL の未精製 A2AAR-RFP 溶液に添加したサン
プルを+CHS/+ZM とした (ZM241385 final concentration, 20 µM)。同様に、Fab2838 
(1 µL; 0.6 mg/mL)を添加したサンプルを+CHS/+Fab とした  (Fab2838 final 
concentration, 10 µM)。ZM241385 および Fab2838 の両方を添加したサンプルを
+CHS/+ZM/+Fab とした。また、1% DDM で可溶化したサンプルに対し、それぞ
れの添加物を加えたサンプルを+ZM、+Fab、+ZM/+Fab とした。加熱処理、mCBB 
CN-PAGE および解析は上記と同様に行った。+CHS、+CHS/+ZM、+ZM におけ
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る A2AAR-RFP および+CHS/+ZM/Fab、+CHS/+Fab、+Fab、+ZM/+Fab における
A2AAR-RFP-Fab2838 の複合体バンドを解析した。ゲルの撮影および Tm(arrg.)の決
定は前述と同様に行った。 
 
[Results and Discussion] 
・mCBB のグラムスケール合成  
	 Blinova らによる先行研究[34]では、毒物である sodium cyanoborohydride を用い
て CBB G-250 を還元し mCBB を調製していた。また、精製には evaporation やカ
ラムクロマトグラフィといった様々なステップを経る必要があった。そのため、
グラムスケールで mCBB を得ることは困難であった。本研究では、Methods セ
クションで述べたように、安価なギ酸ナトリウムと触媒量の Ir を用い、精製の
ステップ無しでグラムスケールの mCBB を効率良く合成できる系を開発した。
Fig. 1A は NMR により確認された CBB G250 と mCBB の化学構造である。CBB 
G250 はその分子内に大きな電子共役系を持っており、それが青色を示す 582 nm
の吸収光を持つ原因である。一方、mCBB は還元により分子構造内の電子共役
系が無くなっている。そのため、mCBB の 582 nm における吸収光は CBB G-250
の 10 分の 1 となった (Fig. 1B)。mCBB CN-PAGE の cathode buffer に用いる濃度
である 0.02% mCBB の溶液は淡い緑色をしており (Fig. 1C)、この手法で調製し
た mCBB は蛍光を検出することが十分できる透明度であることが示された。 
 
・mCBB CN-PAGE および BN-PAGE による A2AAR-RFP の分析  
	 分子マーカーと部分精製を行った A2AAR-RFP を用いて、mCBB CN-PAGE と
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BN-PAGE の電気泳動パターンを比較した。どちらのゲルでもメインバンドは約
100 kDa (黒矢印として示した)の位置に検出された (Fig. 2A-B)。このバンドの示
す分子量は約 115 kDa で、約 50 kDa の DDM のミセルを含んだ A2AAR-RFP (63.7 
kDa)とほぼ同じであった。同じバンドが mCBB CN –PAGE における蛍光検出で
もはっきりと確認できた (Fig. 2C)。一方、CBB G250 の青色が蛍光の検出を阻害
して、Fig. 2D では A2AAR-RFP の蛍光のバンドを検出することができなかった。
さらに、mCBB CN-PAGE において約 200 kDa の位置に薄いバンドが検出された。
これは A2AAR-RFP の二量体のバンドと考えられた。このように、mCBB 
CN-PAGE は BN-PAGE と同様の泳動パターンを示し、さらに蛍光の検出に適し
ていることが確認できた。 
 
・mCBB CN-PAGE を利用した未精製 A2AAR-RFP と Fab2838 間のタンパク
質-タンパク質相互作用検出  
	 未精製 A2AAR-RFP のサンプルは mCBB CN-PAGE を用いて解析した。CBB で
染色したゲルは夾雑タンパク質が多く、A2AAR-RFP のバンドを検出することが
できなかった (Fig. 3A lane 1)。一方、蛍光を検出することで部分精製した
A2AAR-RFP と同様に約 100 kDa の位置にバンドをはっきりと検出することがで
きた (Figs. 2C, 3B)。次に、A2AAR の立体構造認識抗体である Fab2838 を用いて
mCBB CN-PAGE を利用したタンパク質—タンパク質相互作用解析ができるか調
べた。A2AAR-RFP のバンドのほとんどは、Fab2838 存在下で約 180 kDa の位置
にシフトした (Fig. 3B の＊で示した)。これは、A2AAR-RFP が Fab2838 と複合体
を形成したため、分子量が約 180 kDa に増加したためと考えられる。このよう
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に、mCBB CN-PAGE は未精製サンプル中でもタンパク質-タンパク質間相互作
用や標的タンパク質の差異を検出する上で非常に役立つ手法であるといえる。 
 
・mCBB CN-PAGE を用いた界面活性剤のスクリーニング  
	 膜タンパク質の精製において、界面活性剤を用いた可溶化は最初のハードル
といえる。界面活性剤の多くは膜タンパク質の凝集や変性を促してしまうため、
その選択は非常に重要である。Fig. 4 は未精製サンプルを使い膜タンパク質を可
溶化に使用する界面活性剤のスクリーニングをした例である。DDM、DM、OG、
Triton X-100、Tween 80 を用いて A2AAR-RFP を可溶化した。DDM、DM、Triton 
X-100 を用いた場合の A2AAR-RFP の可溶化効率は 60%以上であった。対して、
OG を用いた場合は約 50%、Tween 80 を用いた場合はほとんど可溶化できなか
った (Fig. 4A)。可溶化効率を並べると Triton X-100 > DDM, DM > OG >> Tween 
80 となった。次に、可溶化されたサンプルの単量体バンドの割合を mCBB 
CN-PAGE を用いて確認した。その結果から、DDM、DM、OG、で可溶化した
サンプルは、Triton X-100 で可溶化したサンプルに比べ単量体の割合が多いこと
が示された (Fig. 4B)。つまり Triton X-100 は A2AAR-RFP を効率良く可溶化する
ことができるが、多量体化してしまう。mCBB CN-PAGE で検出された単量体バ
ンドを ImageJ で解析した結果、DDM > DM > OG >> Triton X-100 >> Tween 80 の
順で蛍光強度を並べることができる (Fig. 4C)。これは、サンプルに適した界面
活性剤の決定には、可溶化後の蛍光検出および単量体の割合の評価が必要であ
ると示している。このように、mCBB CN-PAGE は精製ステップ無しの未精製サ
ンプルを使用することで、迅速に界面活性剤のスクリーニングをするのに非常
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に役立つ手法であるといえる。 
 
・mCBB CN-PAGE を利用した A2AAR-RFP の熱安定性評価：界面活性剤の
スクリーニング  
 
	 DDM、DM、OG を用いることで A2AAR-RFP を効率良く可溶化することがで
きた。界面活性剤による熱安定性の違いを評価するために、これら 3 種の界面
活性剤でA2AAR-RFPで可溶化後、様々な温度で5分加熱処理し、mCBB CN-PAGE
を行った。Fig. 5 の上段は DDM、DM、OG で可溶化した A2AAR-RFP の mCBB 
CN-PAGE 後のゲルから蛍光バンドを検出したものである (Fig. 5A-C)。これらの
結果から、温度が増加するに従い徐々に 100 kDa 付近にある A2AAR-RFP の単量
体バンド (黒矢印付近に示した) が消えていくことがわかる。DDM、DM で可溶
化したサンプルの単量体バンドは、約 30°C 付近まではっきりと確認することが
できる (Fig. 5A-B 上段)。一方、OG で可溶化したサンプルは 30°C よりも低い
温度でバンドが消失していた (Fig. 5C 上段)。これらの単量体バンドを ImageJ
と GraphPad Prism 4.0 を用いて解析した (Fig. 5 下段)。R2 値はほぼ 1 に近く、フ
ィッティングは非常に良いこと示している。A2AAR-RFP を DDM、DM、OG で
可溶化した際の見かけの Tm(aggr.)は、それぞれ 35.4 ± 1.4、34.6 ± 0.8、25.1 ± 0.4 °C
であった (Fig. 5 下段)。これらの結果は、先行研究にある DDM > DM > OG の
順で熱安定性が高いという、放射性標識リガンドを用いた熱安定性評価法と同
様の結果であった[36]。mCBB CN-PAGE 法は、未精製サンプルを使い簡便かつ迅
速に Tm(aggr.)を決定でき、GPCR の精製に適した界面活性剤のスクリーニングが
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可能になることが示唆された。 
 
・mCBB CN-PAGE を利用した A2AAR-RFP の熱安定性評価：アディティブ
の決定  
リガンドを結合させることで、また DDM に CHS を添加することで、A2AAR-RFP
の熱安定性は向上すると知られている[37]。 
当研究室では、CHS を含む DDM で可溶化し、阻害剤である ZM241385、立体構
造認識抗体である Fab2838 を添加することで、A2AAR-Fab2838 の結晶構造を得
ることに成功している。本研究では、未精製 A2AAR-RFP に 3 つのアディティブ 
(1) CHS、 (2) ZM241385、 (3) Fab2838 を加え、mCBB CN-PAGE により熱安定
性を評価した。 
(1) CHS の効果---CHS の添加により A2AAR の見かけの変性中点温度(Tm)が向上
する先行研究があり、CPM assay では約 7°C 上昇していた。Fig. 6A の上段は
DDM/CHS (+CHS) で可溶化した A2AAR-RFP を 5 分間加熱処理後、mCBB 
CN-PAGE のゲルを蛍光撮影した結果である。約 40°C まで A2AAR-RFP 単量体
の強いピーク (黒矢印で示した) を検出することができ、それより高温領域にな
るとバンドは徐々に消えていった。これらの単量体バンドを ImageJ おおび
GraphPad Prism 4.0 で解析した結果 (Fig. 6A 下段)、CHS を添加した DDM で可
溶化した A2AAR-RFP の Tm(aggr.)は 43.3 ± 0.6°C だった。これは Fig. 5A で示した
DDM のみで A2AAR-RFP を可溶化したサンプルの Tm(aggr.)に比べ約 8°C 上昇して
おり、先行研究の結果と同様であった[38]。 
(2) ZM241385 の効果---ZM241385 は A2AAR の阻害剤としてよく知られており、
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A2AAR と結合することで受容体の熱安定性を高める[39]。先行研究では、ZM を
加えることにより A2AAR の Tm が約 6°C 上昇していた。DDM/CHS で可溶化した
未精製A2AAR-RFPにZM241385を加え、上記同様に熱安定性を測定した (Fig. 6B 
上段)。約 45°C まで A2AAR-RFP 単量体の強いピークを検出することができた 
(Fig. 6B)。解析した結果、Tm(aggr.)は 48.6 ± 0.9°C であり、ZM を添加していないサン
プル (Fig. 6A) に比べ Tm(aggr.)が約 5°C 上昇していた。この結果は、先行研究の結果と同
様であった。このように、mCBB CN-PAGE を用いることで、標的タンパク質の熱安定
性を変化させるリガンドをスクリーニングすることができる。 
(3) Fab2838 の効果---Fab2838 は作動薬の結合を完全に阻害し、阻害剤の結合には影響を
与えない機能性抗体の Fab 画分である。DDM/CHS で可溶化した未精製 A2AAR-RFP
に Fab28385 を加え、上記同様に熱安定性を測定した (Fig. 6C 上段)。約 180 kDa
の位置に A2AAR-RFP と Fab2838 の＊で示した複合体バンドを検出することがで
きた。このバンドは約 45°C まではっきりと検出することができた。解析の結果、
Tm(aggr.)は 47.2 ± 0.1°C であり、Fab を添加していないサンプル (Fig. 6A) に比べ Tm(aggr.)
が約 4°C 上昇していた。このように、mCBB CN-PAGE は標的タンパク質に結合する抗
体のスクリーニングや熱安定性への影響を調べることができる。 
	 ZM241385 と Fab2838 両方を添加した A2AAR-RFP の熱安定性を mCBB 
CN-PAGE を用いて評価した。約 50°C まで、約 180 kDa の位置に A2AAR-RFP と
Fab2838 の複合体バンドをはっきりと検出することができた (Fig. 6D)。解析の
結果 Tm(aggr.)は 53.2 ± 1.4°C で、ZM241385 もしくは Fab2838 のどちらか一方しか
添加していないサンプル (Fig. 6B-C)の Tm(aggr.)に比べて約 10°C 上昇していた。
CHS 非存在下で ZM241385、Fab2838、ZM241385 の Fab2838 両方を添加した
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A2AAR-RFP の熱安定性を mCBB CN-PAGE で評価した結果を Fig. 7 に示した。
各 Tm(aggr.)は、38.5 ± 0.3°C, 43.4 ± 0.7°C , 45.2 ± 0.3°C となり、アディティブを添
加していない A2AAR-RFP の Tm(aggr.) (Fig. 5A)よりも熱安定性が向上していた。こ
れらの結果は、CHS、ZM241385、Fab2838 それぞれが A2AAR-RFP の熱安定性の
向上を担っており、これらを組み合わせることで A2AAR の Tm(aggr.)を約 17°C 向
上させることを示していた。 
	 以上の結果より、mCBB CN-PAGE を用いた熱安定性測定は Tm(arrg.)を求めるこ
とで、これまで確立されていた熱安定性測定法と同様にサンプルの熱安定性の
比較ができると示唆された。これは、熱安定化変異体を迅速に見つけ出す手法
になると期待できる。 
 
熱安定化変異体のスクリーニング  
	 Fig. 8A に、第一章で得られた最も熱安定性が向上していた変異体 T88E-S91R
の Tm(aggr.)を mCBB CN-PAGE により求めた結果を示した。実験は前項と同様未
精製サンプルで行った。T88E-S91R の Tm(aggr.)は約 49℃で、WT の Tm(aggr.) = 43℃ 
(Fig. 6) よりも上昇していることが確認できた。このことより、この mCBB 
CN-PAGE は熱安定化変異体のスクリーニングも利用ができることが確認でき
た。T88E-S91R の Tm(aggr.)は、WT に ZM241385 を加えた状態とほぼ同様の Tm(aggr.) 
(Fig. 6B) 値であり、リガンド非存在下でも安定に精製できることを示唆してい
る。 
	 次に、T88 で最も熱安定性が向上していた T88E、S91 で最も熱安定性の向上
していた S91K を組み合わせた二残基変異体 T88E-S91K を作製して同様の手法
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で熱安定性を測定した。その結果を Fig. 8Bに示した。この二残基変異体の Tm(aggr.)
は約 60℃であり、第一章で得られた二残基変異体 T88E-S91R よりも熱安定性が
大きく向上していた。また、結晶化が成功している ZM241385 と Fab の両方を
添加した WT の Tm(aggr.) (Fig. 6D) よりも高い値となった。つまり DDM/CHS で可
溶化・精製した T88E-S91K は非常に高い熱安定性を有し、リガンドが結合して
いなくても十分安定に精製・結晶化することができると示唆された。 
	 このように、mCBB CN-PAGE を用いることで、精製初期の段階で熱安定化変
異体のスクリーニングが可能となった。 
 
[Conclusion] 
	 本研究は、未精製サンプルを用いて mCB CN-PAGE を行うことで、クラス A 
GPCR である A2AAR の複合体形成の検出、界面活性剤や添加剤のスクリーニン
グ、そして Tm(arrg.)の評価を可能とした。この手法は、GPCR のような不安定な膜
タンパク質を含めた様々なタンパク質の複合体形成や熱安定性評価に適用でき
る。この手法は標的タンパク質に蛍光タンパク質を融合するだけで、未精製サ
ンプルという実験初期の段階から精製条件の最適化や熱安定性の改善をするこ
とができる。この手法を利用することで熱安定化変異体のスクリーニングも手
早く行うことができ、実際に WT よりも Tm(arrg.)が約 17℃上昇した二残基変異体
T88E-S91K を容易に見つけ出すことに成功した。 
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Figure 1: CBB G-250 および mCBB の化学構造および吸収スペクトル  
(A) は CBB G-250 および mCBB の化学構造である。(B) は CBB G-250 と mCBB
の可視吸光スペクトルを示している。CBB G-250 の吸収のピークは 582 nm であ
った。一方、mCBB ではピークは存在しなかった。(C) の上段は CBB G-250 と
mCBB の粉末である。各粉末 0.02%となるように溶解した BN-PAGE と mCBB 
CN-PAGE の cathode buffer を下段に示している。 
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Figure 2: mCBB CN-PAGE および BN-PAGE を行った A2AAR-RFP のゲル  
(A) は mCBB CN-PAGE 後に CBB R-250 で染色したゲルを、(B) は BN-PAGE 後
のゲル。(C) および (D) は RFP の蛍光を検出した mCBB CN-PAGE と BN-PAGE
のゲルを示している。M は NativeMark (Invitrogen)、lane 1 は精製した A2AAR-RFP
を泳動している。 ◀は A2AAR-RFP の単量体バンド、◁は A2AAR-RFP の二量体の
バンドを表している。 
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Figure 3: Fab2838 の有無で A2AAR-RFP を mCBB CN-PAGE を行ったゲル  
(A) は mCBB CN-PAGE ゲルを CBB R-250 で脱染したゲル、(B) は RFP を検出
したゲルを示している。M は NativeMark (Invitrogen)、 lane 1 は未精製の
A2AAR-RFP、lane 2 は Fab2838 を添加した未精製 A2AAR-RFP を泳動している。 
 ◀は A2AAR-RFP の単量体バンド、◁は A2AAR-RFP の二量体のバンド、*は
A2AAR-RFP と Fab2838 の複合体バンドを表している。 
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Figure 4: mCBB CN-PAGE を用いた界面活性剤のスクリーニング  
(A) は各界面活性剤 (DDM、DM、OG、Triton X-100、Tween 80) で可溶化され
た A2AAR-RFP の蛍光強度を示している。RFP の蛍光として FilterMax F5 microplate 
reader を用いて 595 nm を検出した (励起光 535 nm)。グラフは 3 回行った実験の平均値
および標準偏差を示している。(B) は可溶化された A2AAR-RFP の mCBB CN-PAGE を
行った後、蛍光を検出したゲルを示している。(C) は (B) で得られた A2AAR-RFP の単
量体バンドの割合を、ImageJ を用いて解析したグラフを示している。DDM で可溶化し
たサンプルの単量体の割合を 100%とした。 
  
 58 
 
Figure 5: mCBB CN-PAGE を用いた未精製 A2AAR-RFP の Tm(arrg.)決定  
上段は、温度依存的に加熱処理した未精製 A2AAR-RFP の mCBB CN-PAGE のゲ
ルを示している。ゲルは RFP の蛍光を検出している。(A) は DDM、(B) は DM、
(C) は OG を用いて A2AAR-RFP を可溶化したサンプルを用いている。ゲルの左
側に分子量を添付している。◀は A2AAR-RFP の単量体バンドを示している。こ
れらのバンドを ImageJ および GraphPad Prism 4.0 で解析した結果を下段に示す。
各 Tm(arrg.)は 3 回行った実験の平均値および標準偏差で示している。 
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Figure 6: mCBB CN-PAGE を用いた様々な条件下での Tm(arrg.)決定  
上段は、温度依存的に加熱処理した未精製 A2AAR-RFP の mCBB CN-PAGE のゲ
ルを示している。ゲルは RFP の蛍光を検出している。(A) は DDM/CHS で可溶
化したサンプルを泳動している。DDM/CHS で可溶化した A2AAR-RFP に(B) で
は ZM241385、(C) では Fab2838、(D) では ZM241385 と Fab2838 両方を加えて
 60 
いる。ゲルの左側に分子量を添付している。◀は A2AAR-RFP の単量体バンド、*
は A2AAR-RFP と Fab2838 の複合体バンドを示している。これらのバンドを
ImageJ および GraphPad Prism 4.0 で解析した結果を下段に示す。各 Tm(arrg.)は 3 回
行った実験の平均値および標準偏差で示している。 
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Figure 7: CHS 非存在下の A2AAR-RFP の Tm(arrg.)決定  
上段は、温度依存的に加熱処理した未精製 A2AAR-RFP の mCBB CN-PAGE のゲ
ルを示している。ゲルは RFP の蛍光を検出している。アディティブとして(A) は
ZM241385、(B) は Fab2838、(C) は ZM241385 と Fab2838 の両方を用いている。
ゲルの左側に分子量を添付している。◀は A2AAR-RFP の単量体バンドを、*は
A2AAR-RFP と Fab2838 の複合体バンドを示している。これらのバンドを ImageJ
および GraphPad Prism 4.0 で解析した結果を下段に示す。各 Tm(arrg.)は 3 回行った
実験の平均値および標準偏差で示している。  
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Figure 8: mCBB CN-PAGE を用いた熱安定化変異体の Tm(arrg.)決定  
上段は、温度依存的に加熱処理した未精製 A2AAR-RFP の mCBB CN-PAGE のゲ
ルを示している。ゲルは RFP の蛍光を検出している。(A) は DDM/CHS で可溶
化した T88E-S91R を泳動している。(B) は DDM/CHS で可溶化した T88E-S91K
を泳動している。これらのバンドを ImageJ および GraphPad Prism 4.0 で解析し
た結果を下段に示す。各 Tm(arrg.)は 3 回行った実験の平均値および標準偏差で示
している。 
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第三章  
熱安定化アデノシン A2A 受容体の
性質   
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[Summary] 
	 近年、GPCR の精製標品を用いた薬剤探索や機能解析が注目を浴びている。そ
のため、ターゲットとなるタンパク質の性質を知ることは、それらの研究の理
解を深めるために重要となる。第一章において私は、A2AAR の熱安定化変異体
S91K を得ることに成功している。変異を導入した S91 は、クラス A の GPCR
で相同性が非常に高いアミノ酸残基で、Na+が結合するサイトとして知られてい
る。Na+の有無でクラス A の GPCR の性質が変化する報告があるため、S91K は
A2AAR の持つ性質に大きく関わっていると考えられた。そこで本章では、S91K
および、これまで得られている変異体のうち最も熱安定性の向上していた
T88E-S91K のリガンド結合活性測定を行い変異体の持つ性質を調べた。 
	 その結果、S91K はアゴニストである NECA とは結合せず、アンタゴニストで
ある ZM241385 とは野生型同等の親和性で結合することが確認できた。また、
S91K のリガンドに対する結合量や親和性は、野生型とは違い Na+の濃度で変化
せず、常に Na+過剰量の状態と同じ挙動をすることがわかった。これらの結果よ
り、変異体 S91K は受容体の構造を常に不活性型に保つ熱安定化変異体であるこ
とが示唆された。この変異を他のクラス A の GPCR に適用することで、同様の
性質を持つクラス A GPCR の熱安定化変異体を得られると期待できる。 
また、T88E- S91K も NECA は結合せず、ZM241385 は結合することが確認でき
た。以上より、この変異体の精製標品を用いることで、A2AAR の阻害剤のスク
リーニングが可能になると期待できる。 
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[Introduction] 
	 アデノシン受容体はクラス A の GPCR の一種で、A1、A2A、A2B、A3の４つの
サブタイプが存在する。それぞれ異なる G タンパク質に作用をし、細胞内へシ
グナルを伝達する。その中でアデノシン A2A 受容体 (A2AAR) は、大脳基底核、
冠血管、肺や腎臓など生体内に幅広く発現している。この受容体は Gs タンパク
質を介してアデニル酸シクラーゼを活性化し cAMP の産生を亢進しており、そ
の阻害剤が神経変性疾患に対して治療効果を示すことが知られている。実際に、
この受容体を阻害する効果を持つパーキンソン病の治療薬が協和発酵キリンか
ら販売されている。一方、A2AAR 作動薬は、心筋血流イメージングの薬物負荷
剤として用いられている。また、A2AAR は緑内障や肺がん[40]といった多くの人
が罹患する病気の治療薬ターゲットとして注目を浴びている。そのため、A2AAR
の熱安定化変異体を得ることは、このような疾患の治療薬開発の足がかりとな
る機能・構造解析を促進させると考えることができる。また、リガンドが結合
していないアポ状態で精製標品を得ることは、精製標品を用いた薬剤探索や機
能解析、アポ状態の構造から医薬品をデザインする、といった観点から新規医
薬品を創出するのに非常に有意義であるといえる。 
	 第一章で私は、理論計算を用いた膜タンパク質の熱安定化変異体予測法であ
るエントロピー基盤法の開発を行った。A2AAR に対してこのエントロピー基盤
法を用いたところ、91 残基目のセリンは、アミノ酸置換により熱安定化する可
能性が非常に高い重要な残基であるという予測結果が得られた。実際に熱安定
性が向上している S91K や S91R を得ることにも成功した。A2AAR の S91 は、
Ballesteros–Weinstein numbering[41]に対応させると 3.39 であり、この残基はクラ
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ス A の GPCR で非常に相同性の高い残基として知られている[42](Fig. 1)。つまり、
A2AAR の 3.39 に導入したアミノ酸変異を、別の GPCR の 3.39 へ導入することで、
その A2AAR 変異体と同様の性質を持つ熱安定化変異体を得られると期待できる。
そのため、A2AAR の 3.39 に対する変異体の性質を調べることは、非常に重要で
ある。 
	 2012 年に R. C. Stevens らによって解かれた A2AAR の結晶構造から、Na+がこ
の 3.39 に結合していること、また、アゴニスト NECA やアンタゴニスト
ZM241385 の A2AAR に対する結合量や親和性が、Na+の濃度により変化するこ
とが報告されている[43]。この結果から、3.39 のセリンはリガンド結合に関して
非常に重要な残基であると示唆された。第一章で得られた熱安定化変異体はこ
の部位に変異を導入しているため、リガンド結合活性に影響があると考えた。 
	 そこで本章では、A2AAR の 3.39 に関して最も熱安定性が向上していた S91K 
(WT よりも CPM assay で求めた Tm が約 7℃上昇) および第二章で得られた熱安
定化二残基変異体 T88E-S91K がどのような性質を持つのかリガンド結合活性測
定を行うことで検証した。 
 
[Materials and Methods] 
・A2AAR 遺伝子の作製  
	 A2AAR の WT のコンストラクトは、第一章で記載したものと同様のものを用
いた。変異体 T88E、S91K および二残基変異体 T88E-S91K も第一章および第二
章と同様に作製した。 
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・発現・精製  
	 第一章で記載した方法と同様に A2AAR-RFP を発現させ、膜調製まで行った。
得られた細胞膜は Membrane Buffer (50  mM Tris, 400  mM NaCl or 400 mM KCl, 
20% glycerol) に再懸濁した。可溶化および A2AAR-RFP の精製は第二章で記載し
た手法と同様に行った。リガンド結合活性測定用に精製したサンプルは、Ligand 
binding assay Buffer (20  mM HEPES, 400  mM choline chloride, 10% glycerol, 0.05% 
DDM, and 0.01% CHS [pH 7.0]) を用いて 4℃で一晩透析した。 
 
・FSEC を用いた熱安定性評価  
 FSEC は先行研究同様に行った[30]。可溶化した WT および S91K を 120,000×g
で超遠心した。上清を 5 µL に分注し、20-80℃で 5 分間加熱した。加熱後のサン
プルを 10,000×g で遠心し、上清を 195 µL の 1% DDM、0.2% CHS 入り Membrane 
Buffer で希釈後、FSEC に用いた。FSEC は SRT SEC-300 (Sepax) を用いて行っ
た。各温度における A2AAR の単量体ピークの蛍光強度から、Prism を用いて Tm
を算出した。 
 
・mCBB CN-PAGE を用いた熱安定性測定  
T88E-S91K の可溶化サンプルに対して、第二章同様に mCBB CN-PAGE を用い
て Tm(arrg.)を求めた。 
 
・リガンド結合活性測定  
リガンド結合活性測定は、放射性標識されたアンタゴニスト[3H]-ZM241385 およ
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びアゴニスト[3H]-NECA を用いて行った。精製した 5 nM or 15 nM の A2AAR-RFP
と[3H]-ZM241385 (4, 8, 16, 32, 64 nM) or [3H]-NECA (50, 100, 150, 300, 500 nM) を
混合し 1 時間インキュベートした。受容体と結合したリガンドはスピンカラム
法を用いて分離し、β線の強度を LS6500 scintillation counter (Beckman) を用いて
測定した。競合阻害実験は adenosine, XAC, theophylline, caffeine, istradefylline を
用いて行った。精製した 5 nM の A2AAR-RFP を混合し 1 時間インキュベート後、
5 nM の[3H]-ZM241385 を添加しさらに 1 時間インキュベートした。受容体に結
合した放射性標識リガンドは上記と同様に測定した。 
 
[Results and Discussion] 
WT と S91K の熱安定性およびリガンド結合活性の比較  
	 可溶化した WT と S91K の熱安定性測定を、FSEC を用いて測定した。その
結果を Fig. 2 に示した。どちらのサンプルも加熱温度 20℃においては単量体が
溶出される時間に強いピークを検出することができた。加熱温度を上げていっ
たところ、WT では加熱時間 55℃において単量体のピークを確認することがで
きなくなり、凝集体に対応するピークが大きくなった(Fig. 2A)。一方、S91K は
55℃付近においても単量体のピークをはっきりと確認できた (Fig. 2B)。各加熱
温度に対して単量体のRFP蛍光値をプロットし見かけのTmを算出したところ、
WT は 42.4 ± 1.4℃であった。S91K の Tm は 55.2 ± 1.5℃で、WT のそれに比べ
約 13℃上昇していた。これらの結果より、第一章で報告した CPM assay の結
果同様、S91K の熱安定性は WT に比べ向上していることが確認できた。 
	 次に、部分精製したこれらのサンプルに対してリガンド結合活性を行った 
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(Fig. 3)。その結果、アンタゴニストである ZM241385 の結合能は WT と S91K
で大きく変化しないことが確認できた (Fig. 3A)。一方、アゴニストである
NECAはWTに結合するが、S91Kに全く結合しないことが確認できた(Fig. 3B)。
このことから、変異体 S91K は A2AAR の構造を不活性型に固定する変異体であ
ると示唆された。 
 
Na+の有無によるリガンド結合活性の比較  
	 変異を導入した部位は Na+の結合サイトとして知られている S3.39である。そ
のため、変異体 S91K と WT のリガンド結合能は Na+の有無で違いが生じると
考えられる。そこで、Na+の濃度により S91K とリガンドの結合能が変化するか
を調べた。その結果を Fig. 4 に示した。Fig. 4A は WT とアンタゴニスト
ZM241385 とのリガンド結合活性を調べたものである。Na+が存在しない条件
では ZM241385 の結合量が著しく減少することが確認できた。Fig. 4B は WT
とアゴニスト NECA のリガンド結合活性を測定した結果である。Na+の濃度が
高くなるに従い NECA の結合量が減少していることがわかる。これらの結果は
先行研究と同様で、Na+の存在が A2AAR の構造を不活性型に偏らせることを示
している。一方、S91K は Na+の濃度によって ZM241385 の結合量は変化しな
いことが確認できた (Fig. 4C)。WT と違うこの結果は、Na+が結合する残基に
変異を導入したため Na+の濃度に影響が出ないためと考えることができる。ま
た、S91K は Na+濃度に関わらず NECA と結合しなかった(Fig. 4D)。これらの
結果は、S91K の構造状態は A2AAR に対して Na+が過剰量添加されている状態
と同様の構造、つまり不活性型の構造をとると示唆された。 
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WT と S91K の各リガンドに対する親和性の比較  
A2AAR の様々なリガンドに対する、WT と S91K の親和性の違いを比較した結果
を Fig. 5 に示した。アンタゴニストとして知られているリガンド 4 種 (XAC, 
theophylline, caffeine, istradefylline) では、WT と S91K でリガンドに対する親
和性の大きな差異は確認できなかった (Fig. 5A-D)。一方、アゴニストである
adenosine は WT では親和性は約 10 µM という結果を得ることができたが、S91K
では adenosine の結合が確認できなかった (Fig. 5E)。これは、前項で述べた S91K
が不活性型に固定している変異体であるという記述の裏付けともなる。S3.39 は
クラス A の GPCR で相同性が高い残基であるため、他の GPCR の S3.39にリジ
ンを導入することで、その GPCR の不活性型熱安定化変異体を得られると期待
できる。 
 
S91K のモデル構造と WT の結晶構造の比較  
	 Fig. 6A に不活性型 WT の結晶構造[45]を、Fig. 6B に S91K 変異体のモデル構造
を示した。Fig. 6A から Na+は D52、S91 および 3 つの水分子と相互作用している
ことがわかる。一方、S91K のモデル構造からは導入したリジンのアミノ基が
D52 と直接相互作用できる位置に存在することがわかる。このとき、リジンの
持つ正電荷とアスパラギン酸が持つ負電荷が直接イオン結合をすることで、熱
安定性が向上すると考えることができる。この 2 つの構造を重ね合わせたもの
を Fig. 6C に示した。これより、変異として導入したリジン側鎖アミノ基が本来
Na+が存在する位置にほぼ一致することが確認できた。これが、S91K と WT の
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Na+が存在する状態が同様の挙動を示す理由であると考えることができる。 
	 Fig. 7A に、A2AAR の WT の活性型および不活性型の結晶構造を重ね合わせた
ものを示した。この構造から、A2AAR は活性型に構造変化をすると、第 7 ヘリ
ックスに存在する 281 残基目のセリンが空間を埋めるようにシフトしているこ
とがわかる。Fig. 7B に活性型 A2AAR の構造の S3.39 にリジンを導入した際のモデ
ル構造を示した。この構造から、リジンの側鎖が第７ヘリックスと立体障害を
起こしてしまうことが示唆された。熱安定化変異体 S91K は活性型の構造をとる
ことができず、NECA や adenosine といったアゴニストと結合ができないと考え
られる。 
	 本研究では、A2AAR の不活性型の構造を鋳型としてモデル構造を作成し、そ
のモデル構造からエントロピー基盤法を利用して変異体の熱安定性を予測して
いる。そのため、S91K が不活性型の構造を持つ熱安定化変異体ということは、
エントロピー基盤法での予測が有用であることを示している。 
 
T88E-S91K の性質  
	 	 本研究の第二章で熱安定化二残基変異体 T88E-S91K を得ることに成功して
いる。この変異体の熱安定性は非常に高く、WT に比べて Tm(arrg.)が約 17℃向上
していた。この二残基変異体を用いることは、精製標品を用いた薬剤探索や機
能解析、アポ状態の構造から医薬品をデザインするといった応用研究に利用で
きると考えられた。その際、この変異体の持つ性質を調べることは、それら応
用研究を行うにあたり非常に重要となるため、T88E-S91K の性質を mCBB 
CN-PAGE およびリガンド結合活性で調べた。 
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 変異の組み合わせの一つである S91K の性質は前述した通り、不活性型に構造
を固定化する熱安定化変異体であった。組み込まれたもう 1 つの変異である
T88E に関してリガンド結合活性を行った結果を Fig. 8 に示した。その結果、 
ZM241385 とは WT とは同じ 10 nM 程度の親和性で結合し (Fig. 8A) 、NECA と
は全く結合しない (Fig. 8B) ことが確認できた。この変異体も S91K 同様、A2AAR
の不活性型構造をモデルとしてエントロピー基盤法を行っているため、不活性
型の熱安定化変異体になっていると考えられる。 
	 二残基変異体 T88E-S91K に関しても T88E、S91K 同様にリガンド結合活性測
定を行った。その結果を Fig. 9 に示した。Fig. 9A よりアンタゴニストである ZM 
241385 は親和性 10 nM 程度で結合し、Fig. 9B よりアゴニストである NECA は結
合しないことが確認できた。T88 と S91 といった非常に近い位置に嵩高いアミ
ノ酸を入れている変異体であるにも関わらず、立体構造をしっかり保持してお
り、個別に変異を入れたときと同様、不活性型に構造を固定化している変異で
あると示唆された。 
	 T88E-S91K の Tm(arrg.)は非常に高く、約 60℃であった。しかしこのサンプルは
GPCR が CHS を安定化することでも知られている[37]CHS が含まれた DDM で可
溶化した状態であった。しかし結晶化の際に CHS が含まれていると、この分子
が含まれている GPCR 分子とそうでない分子が混合し、ヘテロな状態で結晶格
子を形成してしまうと考えられる。これは X 線回折実験で低分解能となってし
まう可能性が高く、構造解析の妨げとなる。そのため、ゲル濾過を 2 回以上行
い、サンプルに対する CHS の結合を一定にするといった措置がとられることが
ある。これは、サンプルのロスに繋がる、サンプルの変性を促してしまうとい
 73 
ったデメリットが存在する。そのため、始めから CHS を加えないで GPCR を精
製することが望ましい。そこで、この二残基変異体が CHS 非存在下でも安定に
精製できるか調べた。Fig. 10A は CHS 非存在下での T88E-S91K の熱安定性を
mCBB CN-PAGE を用いて調べた結果である。これより、T88E-S91K は CHS 非
存在下の Tm(arrg.)が約 48℃であることがわかった。これは、WT の A2AAR に CHS
や ZM241385 といった安定化剤を添加した状態とほぼ同程度の値であった。そ
のため、この T88E-S91K は CHS 等の安定化剤無しで十分安定に精製できること
が示唆された。実際にそれら安定化剤無しでこの変異体を精製したところ、ゲ
ル濾過では単一ピークとなり (Fig. 10B) 凝集せずに精製できていることがわか
った。また、SDS-PAGEでは夾雑タンパク質の確認はされず (Fig. 10C)、BN-PAGE
ではA2AARの Fab 2838が結合していて立体構造をしっかり保っていることが確
認できた (Fig. 10D)。以上の結果から、T88E-S91K は安定化剤無しでも結晶化を
行うことができる性質を十分担保していることが示唆された。 
	 この変異体を用いて精製標品を用いた阻害剤のスクリーニングやアポ状態で
この変異体の構造を解きドラッグデザインをすることで、A2AAR をターゲット
とした肺がん等の治療薬の創出の足がかりになると期待できる。 
 
[Conclusion] 
	 本章では、第一章と第二章で述べた手法を利用して得られた熱安定化変異体
S91K、T88E、T88E-S91K の性質を、リガンド結合活性測定を行うことで検証し
た。その結果、いずれの変異体もアゴニストである NECA は結合せず、アンタ
ゴニストである ZM241385 は WT とほぼ同等の親和性で結合することが確認で
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きた。また、クラス A の GPCR で非常に保存性が高いアミノ酸残基である S91K
は、WT と違い Na+の影響を受けてリガンドに対する結合量や親和性が変化しな
いことがわかった。これらの結果と S91K のモデル構造より、S91 に導入したリ
ジンが本来 Na+と結合するはずの D52 と直接相互作用することで、A2AAR 構造
を不活性型に固定させ、さらに熱安定性を高めていると示唆された。S91 はクラ
ス A の GPCR で非常に保存性が高いアミノ酸残基であるため、この変異を他の
クラス A GPCR へ導入することで、不活性型の構造を固定化する熱安定化変異
体を得られると期待できる。 
	 また、二残基変異体 T88E-S91K も不活性型に固定化された熱安定化変異体で
あることが示唆された。この変異体は、CHS や ZM241385 といった安定化剤無
しでも十分に精製・結晶化を行うことができ、精製標品を用いた化合物のスク
リーニングやアポ状態の構造からのドラッグデザインの足がかりになると期待
できる。 
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Figure 1 クラス A GPCR のアミノ酸配列アライメント  
上からアデノシン A2A 受容体、セロトニン 5-HT2B 受容体、β2 アドレナリン
受容体、ヒスタミン H1 受容体、ドーパミン D3 受容体、P2Y12 受容体、ラッ
トのニューロテンシン受容体、κ-オピオイド受容体、C-X-C ケモカイン受容体
4、C-C ケモカイン受容体 5 の配列を表している。S91 のアミノ酸残基は非常に
保存性が高いことがわかる。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 S5
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure S3. Thermal stabilities of purified A2aR mutants. This figure shows unfolding curves of the wild type 
and its mutants measured at 35°C for 30 min. The percentage of folded protein was calculated by the quotient of 
raw fluorescence measured at each time point divided by the maximal fluorescence as described elsewhere.18 
The inset shows the half-life time at which the percentage of folded protein decreased to 50%. The experiments 
were independently carried out three times. A representative unfolding curve is shown here and the average 
value is adopted for each numerical data in the inset. The standard error for the half-life time is also given. 
 
 
 
Figure S4. Sequence alignment of ten representative GPCRs belonging to class A; adenosine A2a receptor 
(A2aR), serotonin 5-HT2B receptor (HTR2B), β2-adrenergic receptor (ADRB2), histamine H1 receptor 
(HRH1), dopamine D3 receptor (DRD3), P2Y12 receptor (P2Y12), rat neurotensin receptor 1 (NTSR1), kappa 
opioid receptor (OPRK1), C-X-C chemokine receptor 4 (CXCR4), and C-C chemokine receptor 5 (CCR5). 
The residue numbers and secondary structures of A2aR are indicated on its sequence. The residues 
corresponding to T88 and S91 of A2aR are surrounded by dark green and light green squares, respectively. S91 
is conserved except in NTSR1 and CCR5. By contrast, the conservation of T88 is much lower. 
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Figure 2 FSEC を利用した WT と S91K の熱安定性測定  
上段は FSEC のクロマトグラフである。縦軸は RFP の蛍光強度、横軸は溶出時
間を示している。青色は 20℃、赤色は 40℃、緑色は 55℃、紫色は 80℃で加熱
した際のクロマトグラフを示している。2.9 秒付近のピークが単量体、2.6 秒付
近のピークが二量体、2.1 秒付近のピークが凝集体である。下段は、クロマトグ
ラフから求められた単量体の RFP 蛍光強度を加熱時間毎にプロットしたグラフ
である。4℃における蛍光強度を 100 とした。(A) は WT、(B) は S91K の結果で
ある。各 Tm は 3 回の実験の平均値と偏差で表している。  
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Figure 3 WT と S91K のリガンド結合活性測定  
縦軸は結合した RI 化合物のカウント、横軸はフリーの RI 化合物の濃度を表し
ている。(A) は WT および S91K に対する ZM241385 の結合活性測定を、(B)は
WT および S91K に対する NECA の結合活性測定を示している。 
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Figure 4 WT と S91K の Na+依存的リガンド結合活性測定  
縦軸は結合した RI 化合物のカウント、横軸はフリーの化合物濃度を表している。
イオン強度は統一されるように塩化コリンを添加している。(A)(B)は WT に対す
るZM241385およびNECAの結合活性測定を、(C)(D)は S91Kに対するZM241385
および NECA の結合活性測定の結果を示している。 
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Figure 5 競合阻害実験  
(A) は XAC、(B) は theophylline、(C) は caffeine、(D) は Istradefylline、(E) は
adenosine の結果を表している。縦軸は[3H]-ZM24385 の結合量、横軸は添加した
各リガンドの濃度を表している。結果は、3 回の実験の平均である。 
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Figure 6 不活性型 WT の結晶構造と S91K のモデル構造の比較  
(A)は不活性型 WT の結晶構造 (PDB ID: 3EIY)である。Na+は紫色の球体で示し
ている。水分子を赤い球体で表している。Na+とアミノ酸側鎖の水素結合を黄線
で表示した。(B) には S91K のモデル構造を示した。91 残基目のセリンと水素結
合するアミノ酸側鎖を黄線で表示した。(C) は S91K のモデル構造 (緑色) と不
活性型 WT の結晶構造 (青色) の重ね合わせである。不活性型 WT の結晶構造は
透過させている。 
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Figure 7 活性型 WT の結晶構造と S91K のモデル構造の比較  
(A)は不活性型 WT の結晶構造 (PDB ID: 3EIY) (青色)と活性型 WT の結晶構造 
(PDB ID: 3qak) (ピンク) の比較である。不活性型構造は透過させている。(B) に
は WT の活性型構造の S91 にリジンを導入した場合のモデル構造を示した。導
入したリジンは灰色で示した。 
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Figure 8 T88E のリガンド結合活性測定  
縦軸は結合した RI 化合物のカウント、横軸はフリーの化合物濃度を表している。 
(A)は T88E に対する ZM241385 の結合活性測定を、(B)は T88E に対する NECA
の結合活性測定の結果を示している。 
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Figure 9 T88E-S91K のリガンド結合活性測定  
縦軸は結合した RI 化合物のカウント、横軸はフリーの化合物濃度を表している。 
(A)は T88E-S91K に対する ZM241385 の結合測定を、(B)は T88E-S91K に対する
NECA の結合測定の結果である。 
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Figure 10 T88E-S91K の精製  
(A)	 は 1% DDM で可溶化した T88E-S91K の可溶化上精に対して mCBB 
CN-AGE を用いて熱安定性測定を行った結果である。Tm(arrg.)は 3 回の実験の平均
値および偏差で表示している。(B) はゲル濾過の結果を表している。溶出 volume
が 13.5 mL 付近に存在するピークが T88E-S91K のピークである。(C) は
T88E-S91K の精製過程に対して SDS-PAGE を行った結果である。lane 1 には膜
画分を、lane 2 には精製した T88E-S91K-RFP を、lane 3 には RFP を切除した
T88E-S91K を、lane 4 にはゲル濾過後の最終精製標品を apply した。各 lane には
タンパク質を 2 µg apply した。(D) は lane 1 にゲル濾過した T88E-S91K を、lane 
2 に精製した Fab 抗体を、lane 3 に T88E-S91K と Fab を混合したサンプルを apply
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し BN-PAGE を行った。lane 1 と lane 2 にはそれぞれサンプルを 3 µg apply した。
lane 3 には lane 1,2 と同量の T88E-S91K と Fab となるようにサンプルを apply し
た。▶は T88E-S91K を、▷は T88E-S91K-RFP のバンドを、*は T88E-S91K と Fab 
2838 の複合体のバンドを表している。 
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結論  
	 本研究により、私は独自の自由エネルギー関数 F を利用した、GPCR の熱安
定変異体を効率的よく予測する手法の開発に成功した。この手法はタンパク質
の熱安定性の要因を、溶媒のエントロピーとタンパク質分子内の水素結合とい
った最小限の要因しか考えていないため、迅速に変異体の熱安定性を予測する
ことができる。 
	 また、電気泳動を利用した効率良く熱安定性を評価する手法 mCBB CN-PAGE
の開発を行った。この手法を利用することで、未精製状態のサンプルから熱安
定化変異体のスクリーニングや精製条件の検討を行うことが可能となった。実
際に、精製初期の段階で、リガンドや CHS といった安定化剤を加えなくても十
分安定に精製できる熱安定性を有する変異体 T88E-S91K を見つけ出すことに成
功した。この二残基変異体は、精製標品を用いた化合物のスクリーニングやア
ポ状態の構造からのドラッグデザインの足がかりになると期待できる。 
	 上記の熱安定化変異体予測法と熱安定性評価法を組み合わせることで、これ
までにないほど効率良く GPCR の熱安定化変異体をスクリーニングすることが
可能となると期待できる。また、これらの手法は GPCR に限らず、他の不安定
な膜タンパク質にも応用できると期待できる。 
	 変異を導入した S91 はクラス A の GPCR で相同性が非常に高い残基で Na+が
結合するサイトとして知られている。S91K を用いてリガンド結合活性を行った
ところ、Na+の濃度に依存せず常に受容体を不活性型に固定していることがわか
った。この結果より、この変異を他のクラス A の GPCR に導入することで、同
様の性質を持つ熱安定化変異体を得られると期待できる。 
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